























序論 1 貢 
第１章 シブトラミンによるROS及びRNSの産生変動を介した血管内皮細胞














































Fig. 1. 日本の全薬物事犯検挙人員の推移 (平成 18 年～平成 29 年) 
























































る 23-25)。しかし、カチノンは β 位にカルボニル基を有するため、アンフェタミ












報告されている 31)。その中でも特に、α-pyrrolidinovalerophenone (α-PVP) 及び
3,4-methylenedioxypyrovalerone (MDPV) に代表されるピロリジノフェノン誘導



















oxygen species, ROS) や活性窒素種 (reactive nitrogen species, RNS) が関与するか
否かを検討した。第 2 章では、高血圧等の循環器疾患への関与が知られるヒト
血管平滑筋細胞への影響を調べることを目的に、シブトラミンによる血管平滑
筋細胞毒性及び細胞収縮活性を評価した。第 3 章では、PPs の細胞毒性を 10 種
の細胞種を用いて検討し、その中で感受性の高かった細胞種における PPs の細
胞毒性と置換基の構造活性相関解析を行った。第 4 章では、α-PVP の直鎖炭化
水素鎖が更に伸長した最新 PPs である α-pyrrolidinononanophenone (α-PNP) の神
経細胞毒性機序を解明すべく、抗酸化能や異物代謝能 (プロテアソーム及びオー
トファジー機構) に着目して種々検討を行った。  
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第 1 章 シブトラミンによる ROS 及び RNS の産生変動を介した血
管内皮細胞アポトーシスの誘導 
 



































第 2 節 実験材料及び実験方法 
 
1. 実験材料 
本実験に使用したシブトラミンは Alexis Biochemicals 社 (San Diego, CA, USA)、
N-デスメチルシブトラミン及び N-ジデスメチルシブトラミンは Tronto Research 
Chemicals 社 (Toronto, Canada) より購入した。また、毒性比較に用いたフェンテ
ルミンは東京化成工業 (Tokyo, Japan)、フェンフルラミンは Sigma-Aldrich 社 (St. 
Louis, MO, USA)、N-ニトロソフェンフルラミンは和光純薬工業 (Tokyo, Japan) の
ものを用いた。実験に使用した HAE細胞は Clonetics社 (Walkersville, MD, USA)、
ヒト肝癌由来 HepG2 細胞、ヒト胎児腎由来 HEK293 細胞、ヒト肝由来 Chang Liver
細胞、ヒト急性リンパ芽球性白血病 Molt4 細胞は American Type Culture Collection
社 (Manassas, VA, USA)、ヒト神経芽細胞腫 SK-N-SH 細胞は RIKEN Cell Bank 社 
(Tsukuba, Japan) より購入した。HAE 細胞の培地として用いた Endothelial Cell 
Basal Medium-2 (EBM-2) キットはPromoCell社 (Heidelberg, Germany) より購入し
た。HepG2 細胞、HEK293 細胞、Molt4 細胞の培地として用いた Dulbecco’s-modified 
Eagle’s minimum essential medium (DMEM)、SK-N-SH 細胞に使用した minimum 
essential medium (MEM) α は和光純薬工業から購入した。また、penicillin-G 
potassium は Meiji Seika ファルマ (Tokyo, Japan)、streptomycin sulfate はナカライテ
スク (Kyoto, Japan)、熱非働化ウシ胎児血清 (fetal bovine serum, FBS) は HyClone
社 (Logan, UT, USA) のものを使用した。コラーゲンコートに用いた Cellmatrix 
Type I-P は新田ゼラチン  (Osaka, Japan) より購入した。毒性試験に用いた
2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium sodium salt 
(WST-1) は和光純薬工業、N-acetyl-L-cysteine (NAC)、Z-Leu-Leu-Leu-CHO (MG132)、
diethylenetriamine NONOate (DETA)、Carboxy-PTIO は Sigma-Aldrich 社より購入し
た。RNAの抽出に用いたTRIzol試薬はコスモ・バイオ (Tokyo, Japan)、ReverTra Ace 
12 
 
qPCR RT Master Mix kit は東洋紡 (Osaka, Japan)、ウエスタンブロット解析に用い
た ECL enhanced chemiluminescence detection kit は GE ヘ ル ス ケ ア 社 
(Buckinghamshire, UK)、bicinchoninic acid protein assay kit は Pierce 社 (Rockford, IL, 
USA)、タンパク質分子量マーカーはナカライテスク、polyvinylidene difluoride 
(PVDF) 膜は Millipore 社 (Billerica, MA, USA) のものを用いた。また、一次抗体
として β-actin は Cell Signaling Technology 社 (Beverly, MA, USA)、Bax 及び
CCAAT/enhancer-biniding protein-homologous protein (CHOP) は Santa Cruz 
Biotechnology 社 (Santa Cruz, CA, USA)、Bcl-2 は BD Biosciences 社 (San Jose, CA, 
USA)、endothelial NO synthase (eNOS)、pS1177 eNOS、pT495 eNOS 及び inducible 
NOS (iNOS) は Transduction Laboratories 社 (Lexington, KY, USA) のものを使用
した。Polymerase chain reaction (PCR) に用いた SYBR GreenⅡ試薬と Taq DNA ポ
リメラーゼはタカラバイオ (Shiga, Japan)、100 bp DNA ladder marker はカーク 
(Aichi, Japan) のものを使用した。電気泳動用アガロースゲルはナカライテスクよ
り購入した。細胞の回収及び洗浄には日水製薬 (Tokyo, Japan) の Dulbecco’s 
phosphate buffered saline (DPBS) を用いた。活性測定用の基質として使用した
N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylcoumarin (AMC) 及 び N-succinyl- 
Leu-Leu-Val-Tyr-AMC は Sigma-Aldrich 社より購入した。蛍光プローブ
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) はMolecular Probes社 (Eugene, 
OR, USA)、diaminofluorescein-2 diacetate (DAF2-DA) は第一化学薬品  (Tokyo, 
Japan)、5，5'，6，6'-tetrachloro-1，1'，3，3'-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide 
(JC-1) は Invitrogen 社 (Carlsbad, CA, USA) より購入した。TUNEL染色に用いた
ApoAlert DNA fragmentation assay kit は Clontech 社 (Mountain, CA, USA) から購入
した。Cytochrome P450 (CYP) 3A4 のノックダウンに用いた duplex small-interfering 
RNA (siRNA) は Sigma-Aldrich 社、Opti-MEM 及び Lipofectamine 2000 はそれぞれ
GIBCO Laboratories社 (Grand Island, NY, USA) 及び Life Technologies社 (Carlsbad, 
13 
 
CA, USA) のものを使用した。CYP3A4 阻害剤として使用したケトコナゾール 
(ketoconazole, KTZ) は Sigma-Aldrich 社、ドセタキセル (docetaxel, DTX) は東京化
成工業、ベラパミル (verapamil, VPM) は和光純薬工業より購入した。その他は和




HepG2 細胞、HEK293 細胞及び Molt4 細胞は 37°C、5% CO2条件下の炭酸ガス
インキュベーター内で培養し、2 日毎に培地を交換して 4～6 日毎に継代維持し
た。増殖培地として 10% FBS、100 unit (U)/mL penicillin-G potassium 及び 100 
μg/mL streptomycin sulfate を含む DMEM (pH 7.4) を用いた。接着細胞の剥離には
0.25% トリプシン及び 0.02% ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt (EDTA) 
を含む DPBS (pH 7.4) を用いた。HAE 細胞及び SK-N-SH 細胞の剥離には 0.05% 
トリプシン及び 0.02% EDTA を含む DPBS (pH 7.4) を用い、トリプシン処理を停






HepG2 細胞における CYP3A4 の発現抑制細胞は、50％コンフルエントに達し
た細胞に対して siRNA を Lipofectamine 2000 を用いて導入し、48 時間培養する
ことによって樹立した。対照細胞は scramble siRNA を同様に細胞内に導入する




3. 細胞生存率の測定 45) 
増殖培地に懸濁した細胞を 96 ウェルマルチプレート中に 2 × 104 cells/200 μL
ずつ播種し、CO2インキュベーター内で培養した。80％コンフルエントに達した
後、培地を抗生物質と低血清 (HAE 細胞では 0.5% FBS 含有) のみを含む処理培
地に交換して 2 時間培養後、培地中に試料を添加してさらに 24 時間培養した。
なお、対照群として培地のみ (blank) と dimethylsulfoxide (DMSO) を添加した細
胞 (100% control) を調製した。次に、5 mM WST-1 及び 0.2 mM 1-methyl-5- 
methylphenazinium methylsulfate を含む 20 mM HEPES-NaOH (pH 7.4) 溶液を添加
して 37℃、3 時間培養した後、マイクロプレートリーダーModel680 (Bio-Rad 
Laboratories 社, Hercules, CA, USA) を用いて測定波長 415 nm 及び対照波長 655 
nm の吸光度を測定した。細胞生存率 (%) は以下の式により算出した。 
細胞生存率 (%) = (S-A) / (B-A) × 100 
                 S : 試料及び細胞を添加したウェルの吸光度 
                 A : 培地のみを添加したウェルの吸光度 (blank) 
                 B : DMSO のみを添加したウェルの吸光度 (100% control) 
 
4. DNA の断片化及びミトコンドリア膜電位の測定 
DNA の断片化の検出では、細胞をトリプシン処理にて剥離し、回収した細胞
を DPBS で洗浄した。70% エタノールに再懸濁し、-30℃、24 時間固定処理した
後、ApoAlert DNA fragmentation kit を用いて TUNEL (terminal deoxynucleotidyl 
transferase-mediated dUTP nick end labeling) 染色を行った。ミトコンドリア膜電位
の測定においては、細胞をトリプシン処理にて剥離し、回収した細胞を DPBS
で洗浄した。2 µM の終濃度の JC-1 を添加して 37℃、30 分間インキュベートし
た。その後、4% paraformaldehyde を含む DPBS で 30 分間固定処理した。染色及
び固定した細胞を DPBS で 2 回洗浄した後、TUNEL または JC-1 陽性細胞を検出
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細胞を DPBS で 3 回洗浄後、セルスクレイパーを用いて細胞を剥離した。回
収した細胞を 0.1% Triton X-100 を含む DPBS 中に懸濁して、氷冷下において細
胞懸濁液を超音波処理 (250 W、60 秒間 × 3 回) を行い、30 分間冷却した。冷却




 Laemmli の方法 46) に従い、ポリアクリルアミドゲルを用いた sodium dodecyl 
sulfate-polyaclylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) により細胞抽出液を分離し
た後、PVDF 膜に転写した。0.1% ウシ血清アルブミン (bovine serum albumin, 
BSA) 及び 5% skim milkを含む 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) /0.15 M NaCl (TBS) 中で
インキュベートした後、膜を 1 μg/mL の一次抗体及び二次抗体を含む 0.05% 
Tween 20 含有 TBS (TBST) と順次反応させた。抗体反応性タンパク質は ECL 
enhanced chemiluminescence detection kit を用いた化学発光法にて検出した。 
 
5-3. ドットブロット解析 
 ニトロチロシン含有タンパク質はサンプラテック社製 Dot blotter を用いたド
ットブロット法にて検出した。「5-1. 試料の調製」で調製した試料 100 μgを PVDF
膜に固定して 0.5% BSA を含む TBS 中でブロッキング処理した後、膜を 1 μg/mL
ウサギ抗ニトロチロシンポリクローナル抗体 (ICN Biomedical 社, Cleveland, OH, 
USA) 及び二次抗体を含む TBST と順次反応させた。抗体反応性タンパク質は
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ECL enhanced chemiluminescence detection kit を用いた化学発光法にて検出した。 
 
6. Reverse transcriptase (RT)-PCR 解析 47) 
6-1.トータル RNA の抽出 
トータル RNA は TRIzol 試薬を用いて単離した。ReverTra Ace qPCR RT Master 
Mix kit を用いて、37℃、1 時間インキュベートすることにより、トータル RNA
から一本鎖 cDNA を調製した。 
 
6-2. 半定量 PCR 
小胞体ストレス関連因子やプロテアソームサブユニットの発現量は半定量
PCR 法にて測定した。「6-1. トータル RNA の抽出」で調製した cDNA を鋳型と
し、Taq DNA ポリメラーゼと特異的プライマー (Table 1) を用いて DNA Engine 
Dyad Cycler (Bio-Rad Laboratories 社) にて PCR を行った。増幅した PCR 産物を
1% アガロースゲルで電気泳動後、エチジウムブロマイド染色し、UV 照射下に
て検出した。内標準物質として、特異的プライマー (東洋紡) を用いてヒト
β-actin の cDNA を増幅した。 
 
6-3. 定量的 Real-time PCR 
各種細胞における CYP2B6 及び CYP3A4 の発現は Real-time PCR 法にて測定
した。「6-1. トータル RNA の抽出」で調製した cDNA を鋳型とし、SYBR Green 
II試薬と特異的プライマー (Table 1) を用いて Thermal cycler Dice Real Time PCR 
System (タカラバイオ) にて PCRを行った。各々の PCR産物の threshold cycle (Ct) 
値は、上記の装置のソフトウェアを用いて算出した。ヒト β-actin の特異的プラ




Table 1. Primer sequences, conditions and product sizes for PCR analysis. 
 
7. 細胞内 ROS 及び NO 量の測定 
 細胞内 ROS 及び NO 量はそれぞれ DCFH-DA 及び DAF2-DA を用いて検出し
た 48)。ROS 量の測定においては、細胞をトリプシン処理にて剥離後、回収した
細胞を DPBS で洗浄し、20 µM の終濃度の DCFH-DA を添加して 37℃、20 分間
インキュベートした。4% paraformaldehyde を含む DPBS で 30 分間固定処理し、
DPBS で 2 回洗浄した後、FACSVerse フローサイトメーター (BD Biosciences 社) 
にて DCF 陽性細胞を検出した。また、細胞内の NO 量を測定するために、細胞
を DPBS で洗浄後、20 µM の終濃度の DAF2-DA を添加して 37℃、20 分間イン














































エンス (Osaka, Japan) 製オールインワン蛍光顕微鏡 (励起波長 495 nm、測定波
長 515 nm) 下において DAF2 陽性細胞を検出した。また、細胞中の NO 量は細
胞抽出液のタンパク質量あたりの DAF2 由来の蛍光強度として算出した。 
 
8. 酵素活性の測定 
 8-1. カスパーゼ 3 活性測定 48) 
細胞を DPBS で 3 回洗浄後、セルスクレイパーを用いて細胞を剥離した。回
収した細胞を 5 mM 3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio] propanesulfonic acid 
(CHAPS) 及び 5 mM dithiothreitol (DTT) を含む 50 mM HEPES-NaOH (pH 7.4) 緩
衝液に再懸濁し、26 ゲージの針を 30 回通すことにより細胞膜を破壊した。細胞
破砕液を遠心分離 (12,000 × g、15 分間) し、その上清を採取して測定用試料と
した。試料と等量の 0.2% CHAPS、10 mM DTT、4 mM EDTA を含む 40 mM 
HEPES-NaOH (pH 7.4) 緩衝液を混合し、カスパーゼ 3 の基質として 20 μM の終
濃度の N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-AMC を添加して 37℃、3 時間インキュベートし
た。遊離した AMC に由来する蛍光強度 (励起波長 380 nm, 測定波長 460 nm)





に従って行った。細胞を DPBS で 3 回洗浄後、セルスクレイパーを用いて剥離
した。回収した細胞を 2 mM DTT、5 mM MgCl2、2 mM ATP 及び 250 mM sucrose
を含む 50 mM Tris-HCl (pH 7.4) 緩衝液中に懸濁し、26 ゲージ針に 30 回通すこと
により細胞膜を破砕した。細胞破砕液を遠心分離 (12,000 × g、15 分間) し、そ




由来の蛍光強度 (励起波長 380 nm, 測定波長 460 nm) を測定することにより
26S プロテアソーム活性を算出した。 
 
9. 液体クロマトグラフィー質量分析 (LC/MS/MS) 
シブトラミン代謝物は LC/MS/MS 法にて同定した。検出器として LXQ ion trap 
mass spectrometer (Thermo Fisher SCIENTIFIC 社, Waltham, MA, USA) を装着した
Prominence HPLC system (島津製作所, Kyoto, Japan) を用いた。なお、カラムには
Hypersil GOLDTM C18 column (Thermo Fisher SCIENTIFIC 社 ; 50 mm × 2.1 mm、5 
µm particle size) を使用し、移動相には溶媒 A (10 mM 酢酸アンモニウム水溶液) 
と溶媒 B (メタノール) を用いた。シブトラミン代謝物を溶出するためのグラジ
エント勾配は以下のように設定した。流速 0.3 mL/min の条件下において試料を
注入後、A：B (90：10) の割合で 2 分間溶出し、21 分間で A：B (6：94) まで溶
媒 B の割合を直線的に増加させた後、同割合 (A：B = 6：94) でさらに 3 分間溶
出した。プリカーサーイオンは、それぞれシブトラミン (m/z 280)、N-デスメチ
ルシブトラミン (m/z 266)、N-ジデスメチルシブトラミン (m/z 252) とした。 
 
10. タンパク質の定量 
タンパク質濃度は、Bicinchoninic acid protein assay kit を用いた方法 (測定波長
570 nm) 50) 及びBradfordの方法 (測定波長 595 nm) 51) を用いて分光光学的に測定
した。検量線作成用の標準液には BSA を用いた。 
 
11. 統計解析 
各値は、特記したものを除いて、3 回以上の独立した実験の結果の平均値 ± SD
で示した。各群間の統計的有意差は、Fisher’s test と Student’s t-test により評価し
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第 3 節 結果 
 
1. シブトラミン処理による血管内皮細胞アポトーシスの誘導 
HAE 細胞を 20 μM シブトラミンにて 0、6、12、24 及び 48 時間処理したとこ
ろ、生存率は 12 時間後から減少し始め、48 時間後においては 21%にまで減少し
た (Fig. 6A)。また、各種濃度において 48 時間後に測定した結果、シブトラミン
は 10 μM 以上の濃度において HAE 細胞の生存率を低下させることが示された 
(Fig. 6B)。一方、他の痩身薬 (フェンフルラミン、N-ニトロソフェンフルラミン、
フェンテルミン) での処理は、20 μM の濃度においても HAE 細胞の生存率にほ
とんど影響を及ぼさなかった。シブトラミン処理の 50%致死濃度 (50% lethal 
concentration, LC50) を調べたところ、HepG2 及び HEK293 細胞ではそれぞれ 26.7 
μM 及び 12.4 μM と高値であったのに対し、HAE、SK-N-SH 及び Molt4 細胞では
それぞれ 8.4 μM、7.8 μM 及び 5.8 μM と低値であった。また、シブトラミン処理
したHAE細胞においてアポトーシスシグナリングの下流エフェクターであるカ
スパーゼ 3 の活性化 (Fig. 6C) 及びアポトーシス細胞を示す TUNEL 陽性細胞の




今までに、Matsunaga ら 52) はディーゼル排気ガス中に含まれる主要キノン
9,10-phenantherenquinone (PQ) の処理が細胞内 ROS 量を増加させ、小胞体ストレ
スやミトコンドリア機能障害、カスパーゼ 3 依存性アポトーシス経路を活性化
することを報告した。また、シブトラミンは濃度依存的に HAE 細胞内のカスパ





Fig. 6. Apoptosis induction in endothelial cells by sibutramine treatment. 
(A) Time-course of HAE cell damage by sibutramine. The cells were treated for 0, 6, 12, 24 and 48 h with 20 µM 
sibutramine. (B) Concentration-response effects of sibutramine and other anorexiants on cell viability. HAE, HepG2, 
HEK293, SK-N-SH and Molt4 cells were treated for 48 h with the indicated concentrations of sibutramine (○), 
fenfluramine (●), N-nitrosofenfluramine (□) or phentermine (■). The viability is expressed as a percentage to that in 
the control cells treated with the vehicle alone (0 µM). (C) Activation of caspase-3. HAE cells were treated for 48 h 
with 0, 2, 5, 10 or 20 µM sibutramine. The caspase-3 activity is expressed as a percentage to that of the control cells 
(0 µM). The values of the cell viability and caspase-3 activity are expressed as the means ± SD from three 
independent experiments. (D) Flow-cytometric analysis of TUNEL-stained cells. HAE cells were treated for 48 h 
with 0 (a) or 20 µM sibutramine (b), stained by the TUNEL method, and then applied to the flow-cytometric analysis. 
The analytic data are representative patterns from three independent experiments. **Significant difference from the 
cells treated with vehicle alone, p < 0.01.  
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め、シブトラミンの HAE 細胞毒性に対する抗酸化剤 NAC の効果を検討した。
その結果、NAC による前処理は、シブトラミン誘発血管内皮細胞毒性に対して
完全ではないものの有意な保護作用を示した  (Fig. 7A)。また、過酸化水素 
(H2O2) 検出用蛍光プローブ DCFH-DA を用いてフローサイトメトリー分析を行
ったところ、対照細胞と比較して 20 μM シブトラミンにて 24 時間処理した細胞








を誘起した (Fig. 7C)。そこで、シブトラミンによる ROS の産生亢進がミトコン
ドリア膜機能障害を誘起するか否かを調べるため、ミトコンドリア膜機能の低
下に対応して赤色 (凝集体) から緑色 (単量体) に蛍光がシフトするシアニン蛍
光色素 JC-154) を用いて膜機能の変動をフローサイトメトリー分析にて調査した。
その結果、シブトラミンの 24 時間処理は高い緑色蛍光強度を示す HAE 細胞数
を顕著に増加させ、その増加は 2 mM NAC による前処理によって抑制された 










Fig. 7. Sibutramine elicits HAE cell apoptosis in a manner dependent on oxidative 
stress induction and dysfunction of mitochondrial membrane. 
(A) Effect of antioxidant NAC on sibutramine toxicity. The cells were pretreated for 2 h with 0 (○), 0.5 (●) or 2 mM 
NAC (□), and then treated for 48 h with the indicated concentrations of sibutramine. The viability in the treated cells 
is normalized to that in the control cells (0 µM sibutramine) and expressed as the means ± SD from three independent 
experiments. (B) DCFH oxidation. The cells were treated for 24 h with 0 (a) or 20 µM sibutramine (b), and then 
subjected to flow-cytometric analysis to determine DCFH oxidation by hydrogen peroxide. (C) Change in amounts of 
Bcl-2 and Bax. The cells were treated for 24 h with 0, 2, 5, 10 or 20 µM sibutramine and their extracts (40 µg) were 
analyzed by Western blotting. (a) Representative blotting result. The band densities of Bcl-2 (b) and Bax (c) were 
normalized to that of β-actin, and are expressed as the means ± SD from three independent experiments. (D) 
Mitochondrial membrane potential. The cells were treated for 24 h with 0 (Veh) or 20 µM sibutramine (Sib). In the 
NAC group (Sib+NAC), the cells were pretreated for 2 h with 2 mM NAC prior to the treatment with 20 µM 
sibutramine. The treated cells were stained with JC-1 and then applied to the flow-cytometric analysis for monitoring 
the number of the cells with JC-1-derived green fluorescence. The results of these flow-cytometric analyses are 
representative patterns from three independent experiments. (E) Effect of oxidative stress on sibutramine-induced 
apoptosis. The cells were treated as described in (D) and then subjected to the flow-cytometric analysis. The number 
of the TUNEL-positive cells is expressed as percentages to total cells in the bar graphs. Data are expressed as the 
means ± SD from four independent experiments. Significant difference from the cells treated with the vehicle alone 
(0 µM), *p < 0.05 and **p < 0.01. Significant difference from the cells treated with 20 µM sibutramine, #p < 0.05 and 




てそれらの転写レベルを確認したところ、HAE 細胞の heat shock protein (HSP) 70
の mRNA 発現量は、シブトラミン低濃度 (2 及び 5 μM) 処理によって増加した
ものの、高濃度 20 μM処理によっては著明に減少した (Fig. 8A)。対照的に、CHOP 
mRNA 発現量は、高濃度 (10 及び 20 μM) 処理で顕著に上昇し、同様の傾向が





HAE 細胞の抽出液を用いて 26S プロテアソームのキモトリプシン様活性を測定
した結果、本活性はシブトラミンの 24 時間処理により顕著に減弱し、その減弱 
 
Fig. 8. Elicitation of ER stress in HAE cells by sibutramine treatment. 
(A) Alteration in expression of mRNAs for ER stress-related factors. The cells were treated for 24 h with 0, 2, 5, 10 
or 20 µM sibutramine and the expression levels of mRNAs for HSP70 and CHOP were assessed by semiquantitative 
RT-PCR analysis. (B) Change in expression of CHOP. The cells were treated as described in (A), and their extracts 
(40 µg) were analyzed by Western blotting. (a) Representative blotting result. The band density (b) of CHOP was 
normalized to that of β-actin. The PCR and Western blot data are representative patterns and the expression level is 
expressed as the means ± SD from four independent experiments. **Significant difference from the cells treated with 
the vehicle alone (0 µM), p < 0.01.  
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は NAC の前処理によって有意に回復した (Fig. 9A)。また、シブトラミンはキモ
トリプシン様活性を示す触媒サブユニット beta5及びその誘導型 beta5iの発現量
を減少させたのに対し、プロテアソーム活性化因子 P28α 及び P28β に対しては





3. シブトラミン処理による NO 産生量の減少 
蛍光顕微鏡下にて NO 量の変動を調べたところ、シブトラミンは HAE 細胞の
NO 量を時間及び濃度依存的に減少させた (Figs. 10A 及び B)。また、HAE 細胞
のシブトラミンに対する感受性は、NO ドナーである DETA の前処理によって有
意に低下し、NO ラジカルスカベンジャーである Carboxy-PTIO によって増大し
た (Fig. 10C)。さらに、シブトラミン処理によって惹起される HAE 細胞内 NO
量の減少は、NAC の前処理によって有意に抑制された (Fig. 10B) ことから、血







HAE 細胞内のニトロチロシン結合タンパク質量を 1.8 倍にまで増加させた (Fig. 
10D)。 
血管内皮細胞において、NO は eNOS 及び iNOS によって L-アルギニンから生
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成する 58)。そこで、シブトラミンで 24 時間処理した HAE 細胞抽出液のウエス
タンブロット解析を行ったところ、濃度依存的に eNOS 発現量が減少した一方、
シブトラミン処理の有無に拘らず iNOS の分子量付近にはバンドが認められな
かった (Figs. 11A 及び B)。eNOS 活性は複数の残基におけるリン酸化の有無に
よって制御されており、特に 1177 番目のセリンのリン酸化は eNOS の NO 産生 
 
 
Fig. 9. Contribution of 26S proteasome to apoptotic mechanism caused by sibutramine. 
(A) Decrease in chymotrypsin-like proteolytic activity of 26S proteasome by sibutramine treatment. HAE cells were 
pretreated for 2 h without or with 2 mM NAC, and then treated for 48 h with 20 µM sibutramine. The activity in the 
cell extract (100 µg) was measured, normalized to that of the control cells (0 µM), and expressed as the means ± SD 
from three independent experiments. (B) Expression levels of proteasome activators and subunits. The expression 
levels of two proteasome activators (P28α and P28β) and subunits [beta5 and its inducible type (beta5i)] were 
assessed by RT-PCR. The data are representative patterns from three independent experiments. (C) Effect of a 
proteasome inhibitor MG132 on the viability loss by sibutramine treatment. The cells were pretreated for 2 h with 0 
(open bar), 0.1 (filled bar) or 0.2 µM MG132 (slashed bar) prior to the 48-h treatment with the indicated 
concentrations of sibutramine. The viability value is expressed as the means ± SD from four independent experiments. 
Significant difference from the cells treated with vehicle alone (0 µM), *p < 0.05 and **p < 0.01. #Significant 




いる 59)。従って、シブトラミン処理によってそれら 2 残基のリン酸化型 (pS1177 
 
 
Fig. 10. Lowering of NO production in HAE cells by sibutramine treatment. 
(A) Time-course of reduction in NO production. The cells were treated with 20 µM sibutramine for 0, 6, 12, 24 or 
48 h, and intracellular NO was stained with DAF2-DA. (B) Concentration-response effect of sibutramine on NO 
production. The cells were pretreated for 2 h without or with 2 mM NAC, and then treated for 24 h with 0, 2, 5, 10, or 
20 µM sibutramine. (Insets) Representative photographs of the fluorescent cells treated for 24 h with vehicle (Veh), 
20 µM sibutramine (Sib), or 20 µM sibutramine posterior to 2-h pretreatment with 2 mM NAC (Sib+NAC). The 
intensity of DAF2-derived fluorescence (i.e., NO amount) is normalized to that in the control cells (open bar) and 
expressed as the means ± SD from three independent experiments. (C) Effect of NO on sibutramine sensitivity. The 
cells were pretreated for 2 h without (open bar) or with 20 µM DETA (filled bar), 100 µM DETA (slashed bar), 5 µM 
Carboxy-PTIO (dotted bar) or 20 µM Carboxy-PTIO (gray bar), and then treated for 48-h with 10 or 20 µM 
sibutramine. The viability is normalized to that in the cells treated with the vehicle (open bar at 0 µM) and expressed 
as the means ± SD from four independent experiments. (D) Nitrotyrosine-bound proteins in sibutramine-treated cells. 
The cells were treated for 24 h with 0 or 20 µM sibutramine and the cell extracts (100 µg) were analysed by dot 
blotting using the antibody against nitrotyrosine (upper panel). The dot density is expressed as a percentage to that in 
the untreated cells (0 µM) in the bar graph. The blot is representative patterns and the nitrotyrosine level is expressed 
as the means ± SD from three independent experiments. Significant difference from the cells treated with vehicle 
alone (0 µM), *p < 0.05 and **p < 0.01. #Significant difference from the sibutramine-treated cells, p < 0.05. 
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及び pT495) の発現量が変動するか否かを調べた結果、活性型 eNOS pS1177 発現
量は濃度依存的に減少し、不活性型 eNOS pT495 発現量は対照的に増加した 
(Figs. 11C 及び D)。これらのことから、細胞内 NO 量の減少は eNOS 発現量の減
少だけでなく、1177 番目のセリンの脱リン酸化及び 495 番目のスレオニンのリ
ン酸化による eNOS 活性の低下にも起因すると示唆された。 
 
 
Fig. 11. Down-regulation and inactivation of eNOS by sibutramine treatment. 
HAE cells were treated for 24 h with the indicated concentrations of sibutramine, and the cell extracts (40 µg) were 
applied to Western blotting for detection of eNOS, its phosphorylated forms (pS1177 and pT495) and iNOS. (A) 
Representative blotting pattern. The band densities of eNOS (B), eNOS pS1177 (C) and eNOS pT495 (D) were 
normalized to that of β-actin. The blots are representative patterns and the expression levels are expressed as the 
means ± SD from three independent experiments. Significant difference from the cells treated with vehicle alone (0 












12)。また、上記 2 種類の細胞においてシブトラミンが N-デスメチル代謝物に代
謝される割合を調べたところ、HepG2 細胞は HAE 細胞と比較してはるかに代謝
速度が速かったのに対し、HAE 細胞を 10 μM シブトラミンで 24 時間処理した
際の N-デスメチルシブトラミン及び N-ジデスメチルシブトラミン生成量は、そ
れぞれ約 3%及び 1%未満であった (Fig. 13A)。さらに、HepG2 における代謝物
生成を経時的に観察したところ、シブトラミンは N-デスメチルシブトラミンへ
と速やかに変換され、それは更なる代謝を受け N-ジデスメチルシブトラミンに
変換された (Fig. 13B)。 
 
Fig. 12. Sensitivity of HAE and HepG2 cells to sibutramine and its metabolites. 
The cells were treated for 48 h with the indicated concentrations of sibutramine (○), N-desmethylsibutramine (●) or 
N-didesmethylsibutramine (□). The viability is normalized to that in the untreated cells (0 µM) and expressed as the 
means ± SD from three independent experiments. Significant difference from the sibutramine-treated cells, #p < 0.05 




アイソフォーム (2B6 及び 3A4) が報告されている 15,40,60,61)。定量的 RT-PCR 法
を行った結果、CYP2B6 及び CYP3A4 発現量は HAE、HEK293 及び SK-N-SH 細
胞と比較して HepG2 及び Chang Liver 細胞で高く (Fig. 14A)、前者 3 種の細胞で




Fig. 13. Metabolism of sibutramine in HAE and HepG2 cells. 
(A) Intracellular and extracellular levels of sibutramine (Sib), N-desmethylsibutramine (DesSib) and 
N-didesmethylsibutramine (DidesSib) in the cells and medium after the cells were treated for 24 h with 10 µM Sib. 
(B) Time-course of Sib metabolism. The cells were treated for 0, 6, 12 or 24 h with 10 µM Sib, and Sib and its 
metabolites in the culture medium were analyzed. The amounts of Sib (○), DesSib (●) and DidesSib (□) are expressed 
as percentages to the sum of their amounts from three independent experiments. n.d., not detected. 
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された。興味深いことに、CYP3A4 阻害剤である KTZ の前処理は 2 種の肝細
胞においてシブトラミン代謝物の生成を顕著に阻害し (Fig. 14B)、siRNA の導
入による CYP3A4 発現抑制は不完全であった (HepG2 及び Chang Liver 細胞に
おいてそれぞれ 72%及び 81%の発現抑制) ものの、シブトラミンの代謝が顕著
に減弱した (Fig. 14C)。さらに、生存率に影響を及ぼさない濃度での KTZ 及
び他の 2 種類の CYP3A4 阻害剤 (VPM 及び DTX) 62,63) の前処理はシブトラミン
感受性を有意に増加させ (Fig. 14D)、それと同様の変化が CYP3A4 発現抑制






Fig. 14. Contribution of CYP3A4 to sibutramine metabolism.  
(A) Real-time RT-PCR analyses of expression of mRNAs for CYP2B6 and CYP3A4 in HAE, HepG2, Chang Liver, 
HEK293 and SK-N-SH cells. The analytic data are expressed as the means ± SD from four independent experiments. 
(B) Effect of KTZ on sibutramine metabolism. The cells were incubated for 24 h with 10 µM sibutramine, and the 
culture medium was collected to determine extracellular levels of sibutramine, N-desmethylsibutramine and 
N-didesmethylsibutramine by the LC/MS/MS analysis as described in Fig. 13. HepG2 and Chang Liver cells were 
also pretreated for 2 h with 5 µM KTZ, prior to the 24-h treatment with sibutramine. (C) Effect of CYP3A4 
knockdown on sibutramine metabolism. The levels of sibutramine metabolites (N-desmethylsibutramine and 
N-didesmethylsibutramine) in HepG2 and Chang Liver cells transfected with siRNA targeted to CYP3A4 (3A4KD) 
and its scramble siRNA (Scr) were analyzed by the LC/MS/MS analysis as described in (B). The amounts of 
N-desmethylsibutramine (filled bar) and N-didesmethylsibutramine (slashed bar) are expressed as percentages to the 
sum of the three compounds from three independent experiments. (D) Effect of CYP3A4 inhibitors on sibutramine 
sensitivity of HepG2 cells. The cells were pretreated for 2 h with 0 (open bar), 5 µM KTZ (filled bar), 5 µM VPM 
(slashed bar) or 10 nM DTX (dotted bar), and then treated for 48 h with 0, 5, 10, 20 or 50 µM sibutramine. (E) Effect 
of CYP3A4 knockdown on the sibutramine sensitivity. The siRNA-treated HepG2 cells (filled bar) and the control 
cells (open bar) prepared above were treated for 48 h with 0, 5, 10, or 20 µM sibutramine. The viability is normalized 
to that in the control cells treated with the vehicle alone (0 µM) expressed as the means ± SD from four independent 
experiments. Significant difference from the cells treated with vehicle alone (0 µM), *p < 0.05 and **p < 0.01. 
#Significant difference from the sibutramine-treated cells, p < 0.05. n.d., not detected. 
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ことを明らかにした。シブトラミンで HAE 細胞を 48 時間処理した際の LC50値
は 8.4 μM であったが、1 μM の濃度のシブトラミンによる長時間 (96 時間) 曝露
は血管内皮細胞の生存率を有意に減少させた (83.3 ± 3.9%) (成績未掲載)。シブ
トラミンの血中濃度についてはいくつかの報告があるが、Abolfathi らは、被験
者に 15 mg のシブトラミンを単回投与した場合、空腹状態の被験者と比較して
食事の摂取により薬物濃度時間曲線下面積及び最高血中濃度 (maximum drug 
concentration, Cmax) が約 3～5 倍に増加し、最高血中濃度到達時間が 2 時間から 4
時間に延長されることを報告した 38)。また彼らは同時に、食事の摂取はシブト















シドジスムターゼ (superoxide dismutase, SOD) (成績未掲載) 及び Bcl-2 (Fig. 7C) 
の発現量の減少が挙げられる。これら抗酸化酵素や抗アポトーシス因子の発現




プロカスパーゼ 9 や apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1) とともにアポト
ソームを形成するミトコンドリア関連タンパク質 cytochrome c (Cyt-c) がミトコ
ンドリアから漏出することから 67)、ミトコンドリア膜機能低下による Cyt-c の細






究において、ニトロチロシン (Fig. 10D) 及び NOS (Figs. 11A～D) のイムノブロ
ット解析の結果から、シブトラミンによる NO 枯渇は、eNOS の発現量及び活性
低下と ONOO･-の生成による NO 消費量の増加に起因すると推察された。eNOS
活性化部位 Ser1177 のリン酸化及び eNOS の活性化による NO の放出促進は、タ
ンパク質キナーゼ (protein kinase, PK) A、PKB/Akt、PKC、AMP 活性化キナーゼ
等の様々なキナーゼにより制御される 69-71)。また、PKC 及び Ca2+/カルモジュリ
ン依存性キナーゼは、eNOS の 495 番目のスレオニン残基をリン酸化することが
知られている 71,72)。さらに、血管内皮に由来する血管収縮ペプチドであるエン
ドセリンは、PKC を介した eNOS の不活性化及び発現抑制により NO 産生を抑




て、NO が PKA 及び PKC 依存性シグナリング経路の活性化及びイムノプロテア
ソームサブユニット (beta1i、beta2i、beta5i) の発現量増加を介してプロテアソ
ームの機能を亢進することが報告されている 49)。また、本研究では、シブトラ
ミンが HAE 細胞のプロテアソーム活性 (Fig. 9A) 及びイムノプロテアソームサ
ブユニット発現量 (Fig. 9B) を低下させることに加え、プロテアソーム機能不全






ブトラミン) は強力な薬理作用 (食欲低下等) を有しているため、シブトラミン
による体重減少作用の中心的な役割を果たすと考えられている 74)。しかし、薬
理作用とは逆にそれら代謝物のHAE細胞に対する細胞毒性はシブトラミンと比
較して低かった (Fig. 12)。また、HAE 細胞と比較して CYP3A4 を高発現してい
る HepG2 細胞ではシブトラミンに対する感受性が低く (Figs. 12 及び 14A)、そ
の低感性は CYP3A4阻害剤の前処理 (Fig. 14D) や発現抑制 (Fig. 14E) によって
減弱した。これらの結果から、シブトラミンによる血管内皮細胞傷害等の有害
作用のリスクは、CYP3A4 発現量と負の相関があると推察された。この推察は神
経 SK-N-SH 細胞がシブトラミンに対して高い感受性を示すこと (Fig. 6B) 及び
ほとんどシブトラミン代謝能を有していないこと (Fig. 14B) に裏付けられてお
り、前述の頭痛や眩暈等の脳神経関連疾患が副作用として報告されていること










第 2 章 シブトラミンによる活性酸素の産生亢進を介した血管平滑筋
細胞のアポトーシス及び細胞収縮の誘導 
 





















A2 及びエンドセリン等) が血圧の制御に関与すると考えられている 82-84)。しか
しながら、液性因子の放出を介して血管緊張の制御に関与する血管細胞の生存
率及び機能に対して、シブトラミンが影響を及ぼすか否かについては未だに不
明な点が多い。前章では、シブトラミンが ROS の産生亢進や NO の枯渇を介し
て HAE 細胞のアポトーシスを惹起することを見出した 85)。 
そこで本章では、高血圧発症機序に対する血管平滑筋細胞の関与を解明すべ
く、シブトラミンがヒト大動脈平滑筋 (human aortic smooth muscle, HASM) 細胞





第 2 節 実験材料及び実験方法 
 
1. 実験材料 
本実験に使用した HASM 細胞及びその培地として用いた HuMedia-SG キット
はクラボウ  (Osaka, Japan) より購入した。毒性試験に用いた 1H- 
[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) は Cayman Chemicals 社  (Ann 
Arbor, MI, USA) のものを使用した。カスパーゼ 9 活性測定用の基質として使用
した N-acetyl-Leu-Glu-His-Asp-AMC は Sigma-Aldrich 社より購入した。ウエスタ
ンブロット解析に用いた一次抗体は Cu/Zn-SOD 及び total myosin light chain 
(t-MLC) は Cell Signaling Technology 社、phosphorylated-MLC (p-MLC) は Thermo 
Fisher SCIENTIFIC 社、Mn-SOD は Sigma-Aldrich 社より購入した。コラーゲンゲ
ル収縮アッセイに用いた Cellmatrix Type Ι-P は新田ゼラチンから購入した。蛍光
プ ロ ー ブ 1-[6-amino-2-(5-carboxy-2-oxazolyl)-5-benzofuranyloxy]-2-(2-amino- 
5-methylphenoxy) ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid, pentapotassium salt (Fura-2) は同
仁化学研究所 (Kumamoto, Japan) より購入した。PQ はナカライテスクのものを
用いた。4-hydroxy-2-nonenal (HNE) は Esterbauer らの方法 86) により合成した。
その他は全て第 1 章の第 2 節で使用したものと同じものを用いた。 
 
2. 細胞培養 
細胞培養は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
HASM 細胞は 37°C、5% CO2条件下の炭酸ガスインキュベーター内で培養し、







細胞生存率の測定は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
4. DNA の断片化及びミトコンドリア膜電位の測定 





試料の調製は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
5-2. ウエスタンブロット解析 
ウエスタンブロット解析は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
6. RT-PCR 解析 
6-1.トータル RNA の抽出 
トータル RNA の抽出は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
6-2. 定量的 Real-time PCR 
各種細胞における CYP2B6 及び CYP3A4 の発現は第 1 章の第 2 節に記載した
方法に従った。 
 
7. 細胞内 ROS 量の測定 




8. カスパーゼ 3 及びカスパーゼ 9 活性の測定 
カスパーゼ 3 活性の測定は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
カスパーゼ 9 活性はカスパーゼ 3 と同様の方法にて測定し、基質として




2 × 106 cells/mL の濃度で HASM 細胞を懸濁した細胞懸濁液とコラーゲン溶液 
[2.2 mg/mL Cellmatrix Type І-P、PBS を含む 13 mM HEPES-NaOH (pH 7.4)] を 1 : 4
の割合で混合し、12 ウェルマルチプレートに播種した。CO2 インキュベーター
内で 30 分間静置後、ゲル化したコラーゲンゲルの上から増殖培地を添加した。
24 時間毎に培地を交換して 2 日間培養した後、白チップにてゲルを剥離し、処
理培地中で一定時間処理した。コラーゲンゲルを WSE-5200 Printgraph 2M (ATTO, 
Tokyo, Japan) によって撮影し、そのコラーゲンゲルの面積を測定することによ
って HASM 細胞の収縮率を算出した。 
 
10. 細胞内 Ca2+濃度の測定 
細胞内 Ca2+濃度は Ca2+感受性蛍光プローブ Fura-2 を用いて蛍光光学的に検出
した。増殖培地に懸濁した細胞を 4 × 105 cells/200 μL となるように 96 ウェルマ
ルチプレートに播種して一晩培養した。培地を 115 mM NaCl、5.4 mM KCl、0.8 
mM MgCl2、1.8 mM CaCl2、13.8 mM glucose及び 5 μM Fura-2を含む 20 mM HEPES 
(pH 7.4) に置換した後、37℃、45 分間インキュベートした。細胞を DPBS で 2





11. LC/MS/MS 分析によるシブトラミン代謝物の測定 
シブトラミン代謝物の測定は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
12. タンパク質の定量 
タンパク質の定量は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
13. 統計解析 
統計解析は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。  
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第 3 節 結果 
  
1. シブトラミン処理による血管平滑筋細胞アポトーシスの誘導 
HASM 細胞を 20 μM シブトラミンにて 0、6、12、24 及び 48 時間処理した結果、
細胞生存率は 6 時間後から減少し始め、48 時間後においては 12%にまで減少した 
(Fig. 16A)。また、多様な濃度において 48 時間処理したところ、10 μM 以上のシ
ブトラミン濃度において細胞毒性が認められ、その LC50 値は 14.2 μM であった 
(Fig. 16B)。さらに、シブトラミン処理によってアポトーシス細胞死を示すカスパ
ーゼ 3 の活性化 (Fig. 16C) 及び DNA 断片化が観察された (Fig. 16D)。これらのこ
とから、シブトラミン処理は血管平滑筋細胞に対してアポトーシスを誘導するこ 
 
Fig. 16. Apoptosis induction in HASM cells by sibutramine treatment. 
 (A) Time-course of the cell damage by 20 µM sibutramine. (B) Dose-response effects of sibutramine on cell 
viability. The cells were treated for 48 h with the indicated concentrations of sibutramine. The viability value is 
expressed as a percentage to that in the control cells (0 µM). (C) Activation of caspase-3. The cells were treated for 
48 h with 0, 2, 5, 10 or 20 µM sibutramine. The caspase-3 activity is expressed as a percentage to that of the control 
cells. Significant difference from the control cells, *p < 0.05 and **p < 0.01. (D) Flow-cytometric analysis of 
TUNEL-stained cells. The cells were treated for 48 h with 20 μM sibutramine (Sib) or the vehicle (Veh), stained by the 








弱させた (Fig. 17A)。また、DCFH-DA を用いて細胞中の H2O2量を測定したと
ころ、シブトラミン処理によって DCF 陽性細胞の割合が約 2 倍に増加した (Fig. 
17B) ことから、ROS の産生亢進は HASM 細胞のシブトラミン誘導アポトーシ
スの一序であることが示唆された。さらに、ウエスタンブロット解析の結果、
シブトラミンにより HASM 細胞中の Bax 発現量の上昇及び Bcl-2 発現量の減少




の低下を示す緑色蛍光強度が上昇し、その上昇は 2 mM NAC による 2 時間前処
理によって抑制された。加えて、シブトラミン処理した HASM 細胞における 2
種類のカスパーゼの活性化及び TUNEL 陽性細胞の割合の増加は抗酸化剤の前







Fig. 17. Activation of ROS-dependent apoptotic mechanism by sibutramine treatment. 
 (A) Effect of antioxidant NAC on sibutramine toxicity. HASM cells were pretreated for 2 h with 0 (open bar), 0.5 
(filled bar) or 2 mM NAC (slashed bar), and then treated for 48 h with 0, 10 or 20 µM of sibutramine. The viability 
value is expressed as a percentage to that in the vehicle-treated control cells (0 µM). (B) DCFH oxidation. The cells 
were treated for 24 h with 20 µM sibutramine (Sib) or the vehicle (Veh), and then subjected to flow-cytometric 
analysis to determine DCFH oxidation by H2O2. The DCF-positive cells are expressed as percentages of total cells in 
the bar graph. (C) Alteration in amounts of Bax and Bcl-2. The cells were treated 24 h with the indicated 
concentrations of sibutramine. The amounts of Bax and Bcl-2 in the cell extracts (40 µg) were analyzed by Western 
blotting and the band densities were normalized to those of β-actin. (D) Mitochondrial membrane potential. The cells 
were pretreated for 2 h without or with 2 mM NAC, and then treated for 48 h with 20 µM sibutramine. The treated 
cells were stained with JC-1 and then applied to the flow-cytometric analysis to monitor the JC-1-derived green 
fluorescence. The positive cell is expressed as a percentage of total cells in the bar graph. (E) Activation of caspases. 
The cells were treated for 48 h with 0, 2, 5, 10 or 20 µM sibutramine. In the group shown with NAC, 2 mM NAC was 
pretreated for 2 h prior to the sibutramine treatment. The activities of caspase-9 and caspase-3 in the cell extracts are 
expressed as percentages to those of the control cells. (F) DNA fragmentation. The cells were pretreated for 2 h 
without or with 2 mM NAC, and then treated for 48 h with 0 or 20 µM sibutramine. The TUNEL-positive cell is 
expressed as a percentage of total cells in the bar graph. Significant difference from the control cells, *p < 0.05 and 





ゲンゲル収縮アッセイを行った (Fig. 18A)。その結果、HASM 細胞を包含した
コラーゲンゲルは 20 µM シブトラミン処理によって有意に収縮し、24 時間後
におけるゲル面積は、処理直後の面積と比較して約 60%まで縮小した。血管平
滑筋細胞の収縮及び弛緩は主に MLC のリン酸化の有無によって決定され、そ 
 
 
Fig. 18. Facilitation of smooth muscle cell contraction by sibutramine. 
 (A) Evaluation of HASM cell contraction. (a) Representative photographs of HASM cell-embedded collagen gels. 
The cells were suspended in DPBS containing type-I collagen, seeded into a 12-well plate, and cultured for 48 h in a 
CO2 incubator to promote the gelation. The collagen gels were detached from the wells, and then the cells were 
treated with 0 (○) or 20 µM sibutramine (●). (b) Quantification of collagen gel contraction. Outer perimeter of the gel 
was indicated as dotted circle and the gel area calculated is expressed as a percentage to that before treatment shown 
as 0 h. (B) MLC phosphorylation. The cells were treated for 0, 24, 36 or 48 h with 20 µM sibutramine in (a), and for 
24 h with 0, 5, 10 or 20 µM of sibutramine in (b). The cell extracts (40 µg) were analyzed by Western blotting using 
their specific antibodies of p-MLC and t-MLC. The p-MLC/t-MLC ratio is expressed as a percentage to that in the 
control cells. (C) Intracellular Ca2+ concentration. The cells were treated for 24 h with 0, 10 or 20 µM sibutramine. 
The Ca2+ concentration is expressed as a fold increase to that in the control cells. Significant difference from the 






終的に MLC のリン酸化を引き起こす 90,93)。そこで、リン酸化 MLC のウエスタ
ンブロット解析を行ったところ、シブトラミンの 24 時間処理は濃度依存的に
MLC のリン酸化を誘導した (Fig. 18B)。加えて、Ca2+検出試薬 Fura-2 を用いて細
胞内 Ca2+濃度を測定したところ、HASM 細胞内の Ca2+濃度はシブトラミン処理に
よって有意に上昇した (Fig. 18C) ことから、シブトラミンによる平滑筋細胞収縮
は Ca2+/カルモジュリン依存的であると推察された。 
近年、ROS と Ca2+シグナリングの間に複雑な相互関係が存在することを示唆
する報告が増えていることから 94)、シブトラミンに起因する ROS の産生亢進
によって、血管平滑筋細胞内 Ca2+濃度が上昇することが推測された。この仮定
を検討すべく、HASM 細胞のシブトラミン処理による Ca2+濃度の上昇に対して
NAC が影響を及ぼすか否かを調査した (Fig. 19)。その結果、NAC の前処理は 
 
Fig. 19. Contribution of ROS to smooth muscle cell contraction elicited by sibutramine. 
 (A) Effect of NAC on increase in Ca2+ entry by sibutramine. The cells were pretreated for 2 h without or with 2 mM 
NAC (slashed bar), and then treated for 24 h with 0 or 20 µM sibutramine. (B) Effect of NAC on cell contraction. 
The cells were treated as described in A. The contraction was measured in collagen gel-based contraction assay and is 
expressed as a percentage to that of the vehicle-treated control cells (shown as 0 µM). (C) Effect of oxidative stress 
on MLC phosphorylation. The cells were treated for 24 h with 20 µM sibutramine (Sib), 40 µM HNE, 200 µM H2O2 
or 2 µM PQ. In the NAC group (Sib+NAC), the cells were pretreated for 2 h with 2 mM NAC prior to the 
sibutramine treatment. The p-MLC/t-MLC ratio is expressed as a percentage to that in the control cells (Veh). 
Significant difference from the control cells, *p < 0.05 and **p < 0.01. Significant difference from the cells treated 
with 0 mM NAC, #p < 0.05. 
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Ca2+濃度の上昇を有意に抑制した (Fig. 19A)。また、NAC はシブトラミン誘導
血管平滑筋細胞収縮だけでなく、MLCのリン酸化も抑制した (Figs. 19B及びC)。
一方、シブトラミンと同様に、H2O2、PQ (レドックスサイクル介在性 ROS 産生
化合物) 及び HNE (ω-6 系脂肪酸由来反応性アルデヒド) 処理によって MLC の
リン酸化は促進された (Fig. 19C) ことから、血管平滑筋細胞内 Ca2+濃度の上昇




を介して細胞内 NO を減少させることを示した。そこで、HASM 細胞のシブト
ラミン誘導アポトーシス及び細胞収縮に及ぼす NO の効果を調べた結果、シブ
トラミン感受性は DETA の前処理によって有意に低減し、Carboxy-PTIO によっ
て増強された (Fig. 20A)。また、DETA はシブトラミンによる細胞収縮及び MLC
のリン酸化を顕著に抑制した (Figs. 20B 及び C)。さらに、DETA によるシブト
ラミン細胞毒性に対する保護作用は可溶性グアニル酸シクラーゼ阻害剤ODQの
前処理によって顕著に減弱されたこと (Fig. 20A) から、NO による血管平滑筋細
胞の収縮作用は ONOO･-生成等を介する経路ではなく、グアニル酸シクラーゼの






上述のように、シブトラミンは CYP3A4 及び CYP2B6 によって薬理活性代謝









Fig. 20. Effect of NO on damage and contraction of HASM cells elicited by 
sibutramine treatment. 
 (A) Effect on sibutramine sensitivity. The cells were pretreated for 2 h without (○) or with 20 µM DETA (●), 20 µM 
DETA plus 10 µM ODQ (□) and 50 µM carboxy-PTIO (■), and then treated for 48 h with the indicated 
concentrations of sibutramine. The viability value is expressed as a percentage to that in the vehicle-treated control 
cells (0 µM). (B) Effect on contraction. The cells were pretreated for 2 h without or with 20 µM DETA, and then 
treated for 24 h with 20 µM sibutramine (Sib). The contraction is expressed as a percentage to that of the 
vehicle-treated control cells (Veh). (C) Effect on MLC phosphorylation. The cells were treated as described in B. The 
p-MLC/t-MLC ratio is expressed as a percentage to that in the control cells (Veh). Significant difference from the 
control cells, *p < 0.05 and **p < 0.01. Significant difference from the cells treated with the same concentrations of 




活性を減弱させることが示された。次に、HASM 細胞の CYP3A4 及び CYP2B6
の mRNA 発現量を Real-time PCR 法にて測定したところ、HepG2 細胞における
上記 2 種類の CYP は高い転写レベルにあることが確認できたのに対し、HASM
細胞では検出限界以下であった (成績未掲載)。実際に、シブトラミンで HASM
細胞を 24 時間処理した後の N-デスメチル代謝物量を LC/MS/MS 分析にて調べ






Fig. 21. Cytotoxic and contraction effects of sibutramine metabolites. 
 (A) Sensitivity of HASM cells to sibutramine (Sib), N-desmethylsibutramine (DSib) and N-didesmethylsibutramine 
(DDSib). The cells were treated for 48 h with the indicated concentrations of Sib (○), DSib (●) or DDSib (□). The 
viability value is expressed as a percentage to that in the vehicle-treated control cells (0 µM). (B) HASM cell 
contraction by Sib metabolites. The cells were treated for 24 h with 20 µM Sib, DSib or DDSib. The contraction is 
expressed as a percentage to that of the vehicle-treated control cells (Veh). (C) Detection of Sib metabolites. HASM 
cells were treated for 24 h with 10 μM Sib. Sib and the two metabolites in the medium were measured by LC/MS/MS 
analysis. The values in HepG2 cells are taken from our previous results (Morikawa et al., 2017). **Significant 




第 4 節 考察 
 
本章において、シブトラミン処理は管平滑筋細胞のアポトーシスを誘導する
ことを見出した。HASM 細胞の LC50値は、HepG2 細胞 (26.7 μM) と比較して低
値を示し (14.2 μM)、HAE 細胞 (8.4 μM) 及び T リンパ球 Molt4 細胞 (5.8 μM) 85) 
と同程度の値であったことから、血管細胞はシブトラミンに対して高い感受性
を示すことが示唆された。いくつかの未認可痩身薬の検査結果では、シブトラ
ミンが高い濃度 (25～78 mg) で含有されている錠剤やカプセルが見つかってお
り 21,96,97)、この濃度は Food and Drug Administration が定めた 1 日当たりの最大服
用量 15 mg を大幅に超えている。また、それらの製造者が作成した説明書によ
れば、最大効果を得るために 1 日に 2、3 錠の服用を推奨している。さらに、シ
ブトラミン乱用者の血清中シブトラミン濃度は約 0.4 μM であったこと 98)、並び
に食事の摂取はシブトラミンのCmaxを約 3～5倍上昇させて半減期を延長させる
ことが報告されている 38)。本研究において HASM 細胞におけるカスパーゼ 3 の





の HASM 細胞のシブトラミン誘導アポトーシス機序は、前述の血管内皮 HAE







シブトラミン処理を行った HASM 細胞では、ミトコンドリアを ROS から保護す















脈における収縮反応が H2O2によって誘導されること 107)、ROS 産生は Rho/Rho
キナーゼ II 経路を介して胃の平滑筋収縮を増強すること 108)、並びに高脂肪食を
与えたラットにおいて、ROS の過剰産生は AT1依存経路を介してアンジオテン
シン II による血管平滑筋収縮を強めること 109) 等が報告されている。興味深い
ことに、HASM 細胞における MLC のリン酸化は H2O2及び ROS 産生物質 PQ と
同様に反応性アルデヒド HNE 処理によっても促進されたこと (Fig. 19C) から、
HNE のタンパク質への結合もまた血管平滑筋収縮に関与することが推察された。







縮には ROS 産生だけでなく、血管内皮細胞からの NO 産生の減少も関与すると
推測した。この推測は以下の 2 つの先行研究によっても支持される。(1) NO が
S-ニトロシル化を介して Ca2+とカルモジュリンの相互作用を触媒するカルモジ
ュリン依存性 PK IIα 及び Ca2+チャネルを阻害すること 110)、並びに (2) NO を含
む血管拡張因子がMLCのリン酸化におけるCa2+感受性を cGMP依存的に低下さ
せること 111) である。NO/cGMP 経路はリン酸化 MLC の脱リン酸化を促進する
MLC 脱リン酸化酵素を活性化し、血管平滑筋を弛緩する 112)。また、シブトラミ
ン血管平滑筋細胞毒性に対する NO ドナーDETA による保護作用は、グアニル酸
シクラーゼ阻害剤 ODQ の添加によってほぼ完全に抑制されたこと (Fig. 20A) 
から、NO によるシブトラミン誘導血管平滑筋細胞毒性及び細胞収縮の減弱は、
細胞内タンパク質のニトロシル化というよりはむしろグアニル酸シクラーゼの
活性化による GTP から cGMP への変換に起因するものと考えられた。これらの












した (Figs. 21A 及び B)。前章において、代謝物の細胞毒性が低いことは HAE 細
胞においても同様に確認されているため、シブトラミンによるこれら 2 種類の
血管細胞に対する作用は、前述の ROS の産生亢進及び NO の枯渇によって説明




























の発生が懸念されている 26,27)。Kelly の報告 117) によれば、合成カチノンは化学




α-pyrrolidinopropiophenone (α-PPP) (Fig. 22) が知られている。さらに、最近では、
芳香環の 4 位をメチル基、メトキシ基及びフルオロ基もしくは 3,4 位をメチレ






















調査した。さらに、α-POP 及びその誘導体による細胞傷害機序に対する ROS の




第 2 節 実験材料及び実験方法 
 
1. 実験材料 
本実験に使用した 18 種の PPs は Cayman Chemicals 社より購入した。ヒト胃癌
MKN45細胞、ヒト大腸癌DLD1細胞、ヒト肺癌A549細胞、ヒト気道上皮BEAS-2B
細胞及びヒト神経膠芽腫 A172 細胞は American Type Culture Collection 社から購




細胞培養は第 1 章及び第 2 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
MKN45 細胞、DLD1 細胞、A549 細胞、BEAS-2B 細胞及び A172 細胞は 37°C、
5% CO2条件下の炭酸ガスインキュベーター内で培養し、2 日毎に培地を交換し
て 4～6 日毎に継代維持した。増殖培地として 10% FBS、100 U/mL penicillin-G 
potassium 及び 100 μg/mL streptomycin sulfate を含む DMEM (pH 7.4) を用いた。 
 
3. 細胞生存率の測定 
細胞生存率の測定は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
4. 細胞内 ROS 量の測定 
細胞内 ROS 量の測定は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
5. カスパーゼ 3 の測定 




6. DNA の断片化の測定 
DNA の断片化の測定は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
7. タンパク質の定量 
タンパク質の定量は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
8. 統計解析 
統計解析は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。  
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第 3 節 結果 
  
1. PPs に対する各種細胞の感受性の測定 
HAE 細胞を 20 μM α-POP にて 0、6、12、24、36 及び 48 時間処理したところ、
生存率は 24 時間後から減少し始め、48 時間後においては 40%にまで減少した 
(Fig. 23A)。また、α-POP の 48 時間処理によって HAE 細胞の生存率は濃度依存
的に減少し、LC50値は 15.6 μM ± 2.3 μM であった (Fig. 23B 及び Table 2)。 
次に、PPs による細胞傷害作用の臓器特異性を予測・同定するため、10 種の
ヒト細胞種 (HAE、HASM、SK-N-SH、A172、HepG2、MKN45、DLD1、HEK293、
A549 及び BEAS-2B) の α-POP 及び α-PHPP に対する感受性を調べた(Tables 2 及
び 3)。その結果、肝臓 HepG2、腎臓 HEK293 及び肺 A549 細胞は全ての PPs 誘
導体に対する感受性が大変低かったのに対し、それ以外の細胞は総じて高い感
受性を示した。それらの細胞の中でも特に、気道上皮 BEAS-2B、血管内皮 HAE
及び血管平滑筋 HASM 細胞は、神経 SK-N-SH 細胞と並んで α-POP に対する感 
 
 
Fig. 23. HAE cell damage by α-POP treatment.  
(A) Time-course of HAE cell damage by α-POP. The cells were treated for 0, 6, 12, 24, 36 and 48 h with 20 µM 
α-POP. The cell viability was estimated by the WST-1 method, and expressed as a percentage to that in the control 
cells before the treatment (0 h). (B) Dose-response experiment of α-POP. The cells were treated for 48 h with the 
indicated concentrations of α-POP. 
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Table 2. LC50 values for toxicity of α-POP derivatives against ten cell lines. 
Cell line 
LC50 (μM) 
α-POP F-α-POP MeO-α-POP MD-α-POP 
BEAS-2B (Lung) 14.9 ± 1.5 11.8 ± 0.3a 14.8 ± 2.2 12.8 ± 1.2 
HAE (Vascular) 15.6 ± 2.3 10.6 ± 1.3a 15.2 ± 1.7 13.1 ± 1.4 
HASM (Vascular) 22.4 ± 0.8 14.4 ± 1.5a 21.7 ± 0.4 16.6 ± 0.6a 
SK-N-SH (Neuron) 22.6 ± 4.4 11.4 ± 0.6a 22.0 ± 2.4 16.0 ± 1.0a 
DLD1 (Colon) 24.3 ± 3.1 17.3 ± 1.9a 22.5 ± 1.6 18.3 ± 1.6a 
A172 (Neuron) 42.9 ± 6.2 29.8 ± 5.6a 38.5 ± 4.7 33.6 ± 5.6 
MKN45 (Stomach) 45.7 ± 4.9 31.5 ± 5.2a 44.1 ± 3.5 37.0 ± 5.1 
HEK293 (Kidney) 89.4 ± 5.7 56.4 ± 4.9a 82.1 ± 7.9 67.5 ± 4.7a 
     
A549 (Lung) >100b 93.4 ± 5.3 >100 >100 
HepG2 (Liver) >100 >100 >100 >100 
a Significant difference from α-POP, p < 0.05. 
b No significant cytotoxicity (less than 40%) was observed at 100 μM. 
 
Table 3. LC50 values for toxicity of α-PHPP derivatives against ten cell lines. 
Cell line 
LC50 (μM) 
α-PHPP F-α-PHPP MeO-α-PHPP MD-α-PHPP 
BEAS-2B (Lung) 42.1 ± 5.1 28.9 ± 4.2a 36.9 ± 4.9 33.2 ± 5.4 
HAE (Vascular) 44.9 ± 4.8 32.5 ± 2.5a 38.8 ± 3.0 34.1 ± 2.9a 
HASM (Vascular) 46.2 ± 4.1 30.2 ± 6.9a 40.1 ± 4.0 33.8 ± 5.2a 
SK-N-SH (Neuron) 57.5 ± 4.8 35.2 ± 6.8a 51.8 ± 6.8 44.9 ± 6.7 
DLD1 (Colon) 57.9 ± 5.6 43.8 ± 4.9a 52.9 ± 6.3 49.7 ± 5.2 
A172 (Neuron) 65.1 ± 6.3 52.9 ± 3.5a 63.8 ± 5.7 55.6 ± 5.0 
MKN45 (Stomach) 82.4 ± 4.3 45.8 ± 5.1a 72.6 ± 7.8 56.8 ± 6.3a 
HEK293 (Kidney) >100b 83.7 ± 6.0 >100 92.4 ± 6.6 
     
A549 (Lung) >100 >100 >100 >100 
HepG2 (Liver) >100 >100 >100 >100 
a Significant difference from α-PHPP, p < 0.05. 




受性が高かった (Table 2)。また、同様の傾向が α-PHPP 処理においても観察され
た (Table 3) ことから、PPs の過剰摂取は循環器、呼吸器及び脳神経系において





2. PPs による血管内皮細胞毒性の構造活性相関解析 
PPs による細胞毒性と置換基の構造活性相関を解明すべく、始めに直鎖炭化水
素鎖及び／又は芳香環の置換基が異なる 10 種類の PPs に対する HAE 細胞の感
受性を評価した (Table 4)。その結果、α-PPP (R1がメチル基のもの) 及びその誘
導体 (芳香環の 4位にフッ素又はメトキシ基もしくは 3,4位にメチレンジオキシ
基が結合したもの) は、高濃度である 100 μM 処理を行った場合においても有意
な細胞傷害作用を示さなかった。また、R1がエチル基の α-pyrrolidinobutiophenone 
(α-PBP) も同様に毒性が認められなかったが、その 4´-フルオロ体及び 3´,4´-メチ
レンジオキシ体は若干の細胞毒性を示した。一方、長い直鎖炭化水素鎖を有す
る α-PVP、pyrrolidinohexanophenone (α-PHP)、α-PHPP 及び α-POP は血管内皮細
胞毒性を示し、それらの毒性は炭化水素鎖の伸長に伴って増加した。α-POP 及
び α-PHPP の誘導体に関しては、4´位のフルオロ化 (F-α-POP 及び F-α-PHPP) ま
たは 3´,4´位のメチレンジオキシ化 (MD-α-POP 及び MD-α-PHPP) によって細胞
毒性が増強され、α-POP 誘導体の毒性の強さは F-α-POP > MD-α-POP > 
MeO-α-POP > α-POP の順であった。この傾向は他の 8 種の細胞においても同様
に確認されたことから、PPs の血管内皮細胞毒性は直鎖炭化水素鎖の伸長や芳香
環の 4-フルオロ化及び 3,4-メチレンジオキシ化により増強することが示された。 
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Table 4. LC50 values for toxicity of PPs against HAE cells. 
PP 
Substituent a LC50 (μM) 
R1 R2  
α-PPP CH3 H >100b 
F-α-PPP CH3 F >100 
MeO-α-PPP CH3 4’-OCH3 >100 
MD-α-PPP CH3 3’,4’-Methylenedioxy  >100 
α-PBP CH2CH3 H >100 
F-α-PBP CH2CH3 4’-F 76.3 ± 6.4 
MeO-α-PBP CH2CH3 4’-OCH3 >100 
     
MD-α-PBP CH2CH3      3’,4’-Methylenedioxy  83.6 ± 5.7 
α-PVP (CH2)2CH3 H 92.3 ± 6.1 








b No significant cytotoxicity (less than 40%) was observed at 100 μM. 
 
3. α-POP 誘導体誘発アポトーシスにおける酸化ストレスの関与 
HAE 細胞を α-POP で処理したところ、カスパーゼ 3 の活性化が認められ、そ
の活性化レベルは α-POP の濃度依存的に上昇した (Fig. 24A)。また、アポトーシ
スの有無を調べるため TUNEL 染色法にてアポトーシス細胞を検出した結果、
α-POP 処理による TUNEL 陽性細胞の割合は DMSO のみで処理した対照細胞に
比して顕著に増加した (Fig. 24B)。以上より、α-POP 処理は HAE 細胞のアポト
ーシスを惹起することが示された。カチノンを含有するカートによる処理は、ケ
ラチノサイトや繊維芽細胞の ROS 産生を亢進させることから 123)、ROS の産生亢
進が α-POP 誘導アポトーシス機序に関与していると予測される。そこで、この




Fig. 24. Apoptotic induction of HAE cells by α-POP treatment. 
(A) Activation of caspase-3. The cells were treated for 48 h with 0, 5, 10 or 20 μM α-POP and activity of caspase-3 
in their extract (100 μg) was measured using the fluorogenic probe. The caspase-3 activity is expressed as a 
percentage to that of the control cells treated with the vehicle DMSO alone (0 µM). (B) Detection of apoptotic cells. 
The cells were treated for 48 h with 0 (1) or 20 μM α-POP (2). Significant difference from the control cells treated 
with the vehicle alone (0 µM), *p < 0.05 and **p < 0.01. 
 
た (Fig. 25A)。その結果、NAC の前処理は α-POP の細胞傷害作用を有意に減弱
させ、その保護作用は 3 種の α-POP 誘導体で処理した細胞においても同様に観
察された。また、細胞内 H2O2量を蛍光プローブ DCFH-DA を用いたフローサイ
トメトリー分析により調べたところ、20 μM α-POP での 24 時間処理によって
DCF 陽性細胞の割合が増加し [59.4 ± 6.3 vs 7.8 ± 3.7% (対照細胞)]、最も強力な
細胞毒性を示した F-α-POP では更に陽性細胞の割合が高かった (67.3 ± 7.1%) 
(Fig. 25B)。さらに、α-POP によるカスパーゼ 3 活性化やアポトーシス誘導は 4´
位のフルオロ化によって増強され、その増加は NAC の前処理によってほぼ完全
に抑制された (Figs. 25B 及び C)。これらの結果から、α-POP による血管内皮細




Fig. 25. Activation of reactive oxygen species-dependent apoptotic pathway by 
HAE cell treatment with α-POP derivatives. 
(A) Effect of NAC on toxicity elicited by α-POP derivatives. The cells were pretreated for 2 h with 0 or 2 mM NAC 
(slashed bar), and then treated for 48 h with 20 μM α-POP, F-α-POP, MeO-α-POP or MD-α-POP (filled bar). The 
viability in the treated cells is expressed as a percentage to that in the control cells treated with the vehicle alone 
(open bar). (B) DCF formation. The cells were treated for 24 h without (1) or with 20 µM α-POP (2) or F-α-POP (3). 
(C) Effect of NAC on caspase-3 activation. The cells were treated as described in (A). (D) Effect of NAC on 
apoptotic induction. The cells were pretreated for 2 h with 0 or 2 mM NAC (slashed bar), and then treated for 48 h 
with 20 μM α-POP or F-α-POP. The percentage of the TUNEL-positive cells was indicated in the bar graphs. 
*Significant difference from the cells treated with 20 μM α-POP, p < 0.05. Significant difference from the cells 
treated without the antioxidant, #p < 0.05 and ##p < 0.01.  
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第 4 節 考察 
 
本章では、血管内皮細胞、血管平滑筋細胞、気道上皮細胞及び神経細胞が α-POP
に対して高い感受性を示すことを見出した。α-POP で 48 時間処理した際の HAE
細胞の LC50値は 15.6 μM であったが、長時間 (96 時間) 処理した場合、α-POP
は4 μM以上の濃度において細胞生存率の有意な減少 (4 μM α-POP処理時に75.3 
± 5.7%まで減少) を示した (成績未掲載)。Hasegawa らの報告 124) によれば、死
後の大腿静脈中の α-POP 濃度は約 0.66 μM であり、他の報告 125) では α-POP 及
びその 4´-メトキシ体 (MeO-α-POP) の摂取に起因すると考えられる死亡例にお











ことが示唆されている 130,131) 。加えて、 3- フルオロメトカチノン 
(fluoromethcathinone, FMC) も同様に神経細胞の生存率を減少させることが報告
されているものの、それらは数百 μM～mM オーダーの高濃度処理においてのみ














標である分配係数 log P 値が α-POP では 4.13 であったのに対し、MD-POP では
3.91 と小さかったにも拘らず細胞毒性が増大したことから、3´,4´-メチレンジオ
キシ基の修飾による細胞毒性の変動は疎水性以外の要因の関与が示唆された。
最近の神経細胞を用いた検討において、MDPV の主代謝物である 3´,4´-Catechol- 
PV (MDPV の脱メチレン体) が MDPV と比較して強力な毒性を有することが示
された 133)。それ故、PPs の 3´,4´-メチレンジオキシ化による細胞毒性の増大は、
カテコール体等の毒性の強い代謝物の生成によるものと推測された。また、4´-
















細胞や神経細胞に対して ROS 産生及びカスパーゼ 3 の活性化を誘発することが
知られている 138-140)。さらに、先行研究及び第 1 章において、血管内皮細胞への
セラミドやシブトラミン処理は ROS の産生亢進を惹起し、Bcl-2 及び Bcl-XLに
対する Bax の割合の増加を介してミトコンドリア膜機能を低下させること、並
びに Cyt-c を細胞質中に漏出させることが報告されている 48,85,141)。これらのこと
から、α-POP のアポトーシス誘導機序として ROS の蓄積に伴うミトコンドリア
機能障害とそれに続くカスパーゼ 3 の活性化も考えられた。なお、フローサイ
トメトリー分析の結果、抗酸化能が比較的高いとされる HepG2 及び A549 細胞







第 4 章 抗酸化能の変動を介した α-pyrrolidinononanophenone によ
る神経細胞アポトーシスの誘導 
 

















されたとの報告もある 121,122)。さらに、Nagai ら 146,147) は α-PVP、MDPV 及びメ
フェドロンなど多種の合成カチノンの混合物の摂取による死亡例を報告し、合
成カチノンの混合による副作用の多様化や複雑化を示した。前章では、血管内
















Fig. 26. Structure of α-PNP. 
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第 2 節 実験材料及び実験方法 
 
1. 実験材料 
本実験に使用した α-PNP は Cayman Chemicals 社より購入した。神経芽細胞腫
TGW 細胞は RIKEN Cell Bank 社、大腸癌 HT29 細胞は American Type Culture 
Collection 社から購入した。TGW 細胞に使用した Eagle’s minimum essential 
medium (EMEM) は和光純薬工業より購入した。毒性試験に用いた Polyethylene 
glycol-conjugated catalase (PEG-cat) は筑波大学医学医療系環境生物学研究室 熊
谷嘉人教授より供与された。ウエスタンブロット解析に用いた一次抗体はLC3、
p62、phosphorylated-adenosine monophosphate kinase (p-AMPK)、total-AMPK 
(t-AMPK) 及び Beclin1 は Cell Signaling Technology 社、Cyt-c は Sigma-Aldrich 社
より購入した。また、HNE 結合タンパク質の検出に用いた一次抗体は Alexis 
Biochemicals 社のものを使用した。オートファジー阻害剤として用いたクロロキ
ン、プロテアソーム活性測定に用いた t-butyloxycarbonyl-Leu-Arg-Arg-AMC、還
元型グルタチオン (glutathione, GSH) の枯渇剤として使用した DL-buthionine- 
(S,R)-sulfoximine (BSO) は Sigma-Aldrich 社、N,N-dimethylformamide (DMF) 及び
diethylmaleate (DEM) はナカライテスクから購入した。その他は全て第 1 章、第
2 章及び第 3 章の第 2 節で使用したものと同じものを用いた。 
 
2. 細胞培養 
細胞培養は第 1 章、第 2 章及び第 3 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
TGW 細胞及び HT29 細胞は 37°C、5% CO2条件下の炭酸ガスインキュベータ
ー内で培養し、2 日毎に培地を交換して 4～6 日毎に継代維持した。増殖培地と
して 10% FBS、100 unit (U)/mL penicillin-G potassium 及び 100 μg/mL streptomycin 




細胞生存率の測定は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
4. DNA の断片化及びミトコンドリア膜電位の測定 
DNA の断片化及びミトコンドリア膜電位の測定は第 1 章の第 2 節に記載した
方法に従った。 
 
5. 細胞内 ROS 量の測定 




試料の調製は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
細胞の細胞質画分は、回収した細胞を 0.14 M KCl を含む Tris-KCl (pH 7.5) 緩
衝液に懸濁して 26 ゲージの針を 30 回以上通すことにより細胞膜を破壊した。




ウエスタンブロット解析は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
6-3. ドットブロット解析 











プロテアソーム活性の測定は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 トリプシン様活性はキモトリプシン様活性と同様の方法にて測定し、基質と
して t-butyloxycarbonyl-Leu-Arg-Arg-AMC を使用した。 
 
7-3. HNE 還元酵素及び脱水素酵素活性の測定 
 細胞を DPBS で 3 回洗浄後、セルスクレイパーを用いて細胞を剥離した。回
収した細胞を 5 mM 2-mercaptoethanol 及び 20% グリセロールを含む 10 mM 
Tris-HCl (pH 7.4) 緩衝液に再懸濁し、26 ゲージの針を 30 回通すことにより細胞
膜を破壊した。細胞破砕液を遠心分離 (12,000 × g、15 分間) し、その上清を採
取して測定用試料とした。測定用試料中のHNE還元酵素及び脱水素酵素活性は、
以下の反応系における 37℃での NADPH の酸化及び形成速度を分光学的 (340 
nm) に測定することにより算出した。反応系は、0.1 M リン酸カリウム (pH 7.4) 
緩衝液、基質、補酵素、細胞抽出液を含む全量 2 mL とした。還元酵素活性測定
の基質及び補酵素として、それぞれ10 µM HNE及び0.1 mM NADPHを使用した。
脱水素酵素活性測定の基質及び補酵素は、それぞれ 50 µM HNE及び 1 mM NAD+
を用いた。 
 
 7-4. グルタチオン S-転移酵素 (glutathione-S-transferase, GST) 活性測定 
 GST 活性は、Habig らの方法 148) に従って測定した。細胞を DPBS で 3 回洗浄
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後、セルスクレイパーを用いて細胞を剥離した。回収した細胞を 140 mM NaCl
を含む 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 緩衝液中に再懸濁し、26 ゲージの針を 30 回通す
ことにより細胞膜を破壊した。細胞破砕液を遠心分離 (12,000 × g、15 分間) し、
その上清を採取して測定用試料とした。測定用試料中の GST 活性は、以下の反
応系における 37℃でのグルタチオン-1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) の生成
を分光学的 (340 nm) に測定することにより算出した。反応系は、50 mM Tris-HCl 
(pH 8.0)、基質、細胞抽出液を含む全量 2 mL とした。基質として、5 mM GSH
及び 1 mM CDNB を用いた。 
 
 7-5.グルタチオン還元酵素 (glutathione reductase, GR) 活性測定 
GR 活性は、Worthington らの方法 149) に従って測定した。細胞を DPBS で 3 回
洗浄後、セルスクレイパーを用いて細胞を剥離した。回収した細胞を 1 mM EDTA
及び 0.1% Triton X-100 を含む 150 mM HEPES-NaOH (pH 8.0) 緩衝液中に再懸濁
して、26 ゲージの針を 30 回通すことにより細胞膜を破壊した。細胞破砕液を遠
心分離 (12,000 × g、15 分間) し、その上清を採取して測定用試料とした。測定
用試料中の GR 活性は、以下の反応系における 37℃での NADPH の酸化を分光
学的 (340 nm) に測定することにより算出した。反応系は、50 mM HEPES-NaOH 
(pH 8.0)、1 mM EDTA、基質、補酵素、細胞抽出液を含む全量 2 mL とした。基
質には 1 mM 酸化型グルタチオン (oxidized glutathione, GSSG)、補酵素には 0.1 




 細胞内の全グルタチオン及び GSH 量の測定は、5, 5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic 
acid) (DTNB) を用いて既報の方法 150) に従って行った。細胞を DPBS で 3 回洗
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浄後、セルスクレイパーを用いて細胞を剥離した。回収した細胞を 1 mM EDTA
及び 0.1% Triton X-100を含む 0.1 M リン酸カリウム (pH 7.4) 緩衝液中に懸濁し、
氷冷下において細胞懸濁液を超音波処理 (250 W、60 秒間 × 3 回) を行い、30
分間冷却した。冷却後、細胞破砕液を遠心分離 (12,000 × g、15 分間) し、その
上清を採取して測定用試料とした。次に、0.8% sulfosalicylic acid を加えて除タン
パク質処理することにより測定用試料を調製した。75 μM DTNBを添加して37℃、
15 分間インキュベートした後、生成した 5-thio-2-nitrobenzoic acid の吸光度 (測
定波長 415 nm) をマイクロプレートリーダーにて測定することにより GSH 量
を算出した。なお、全グルタチオン量の測定は、DTNB 添加の 30 分前にグルタ
チオン還元酵素及び NADPH を添加し、GSSG を GSH に変換した後に同様の方
法を用いて行った。 
 
9. RT-PCR 解析 
9-1.トータル RNA の抽出 
トータル RNA の抽出は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 
 
9-2. 定量的 Real-time PCR 
定量的 Real-time PCR は第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。 










統計解析は、第 1 章の第 2 節に記載した方法に従った。  
78 
 
第 3 節 結果 
  
1. α-PNP 処理による神経 SK-N-SH 細胞のアポトーシス誘導 
SK-N-SH 細胞を 50 μM α-PNP にて 0、6、12、24 及び 48 時間処理し、WST-1
を用いて細胞生存率を算出したところ、12 時間以上の処理において生存率の減




る変動を反映していることが示された。加えて、α-PNP の 48 時間処理は TUNEL
陽性細胞の数を顕著に増加させた (Fig. 27B) ことから、α-PNP 処理によって神
経細胞アポトーシスが誘導されることが示唆された。次に、各種濃度において
SK-N-SH 細胞を 48 時間処理した結果、10 μM 以上の α-PNP 処理は細胞生存率を
顕著に低下させたのに対し、同濃度での直鎖炭化水素が短い α-PVP の処理は生
存率にほとんど影響を及ぼさなかった (Fig. 27C)。SK-N-SH 細胞で観察された強
力な α-PNP 毒性は、他の神経 TGW 細胞、血管平滑筋 HASM 細胞及び血管内皮
HAE 細胞においても認められ、それぞれの LC50値は 16.9、13.7 及び 12.6 μM で
あり、SK-N-SH 細胞 (11.8 μM) と同程度であった。一方、大腸 HT29 細胞や肝
臓 HepG2 細胞、肺 A549 細胞、腎臓 HEK293 細胞の α-PNP に対する感受性は、
神経細胞や血管細胞と比較して低かった (α-PNP に対する LC50値はそれぞれ > 
50、33.1、38.4 及び 35.8 μM であった)。これらのことから、α-PNP の過剰な摂
取や乱用は中枢神経や血管系に対して深刻な障害を引き起こす可能性が示され
た。アポトーシス誘導機序を解明すべく、以下の実験では高用量 (20 及び 50 μM) 




Fig. 27. Induction of neuronal cell apoptosis by α-PNP treatment. 
 (A) Time-course experiment in SK-N-SH cell damage by α-PNP. The cells were treated for 0, 6, 12, 24, 36 and 48 h 
with 50 µM α-PNP, and the viability value was estimated by the WST-1 assay (○) and trypan blue dye-exclusion 
assay (●). a-dSignificant difference from the control cells in the in the time-course WST-1 assay, p < 0.05 (B) 
Flow-cytometric analysis of TUNEL-stained cells. The cells were treated for 48 h with 0 (Vehicle) or 50 µM α-PNP 
(α-PNP), stained by the TUNEL method, and then applied to the flow-cytometric analysis. The apoptotic cells were 
detected as the TUNEL-positive cells. (C) Dose-response effect of α-PNP on cellular viability. SK-N-SH, TGW, 
HASM, HAE, HT29, HepG2, A549, and HEK293 cells were treated for 48 h with various concentrations of α-PVP 
(○) or α-PNP (●). The viability values in the treated cells are expressed as the percentage of that in the control cells 
treated with vehicle alone (shown as 0 µM). Significant difference from the control cells, *p < 0.05 and **p < 0.01. 
 
2. α-PNP による ROS 依存性アポトーシス因子の活性化 
前章において、α-POP が酸化ストレスの誘導を介して血管内皮細胞傷害を誘発
することを示した (Fig. 25)。また、PPs の細胞傷害作用は直鎖炭化水素鎖の伸長
によって増強することから、神経 SK-N-SH 細胞中では α-PVP よりも長い直鎖炭
化水素鎖を有する α-PNP によって多量の ROS が産生されることが推測される。
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この仮説を検討するために、ROS の産生が α-PNP による神経細胞のアポトーシス
機序に関与するか否かを調べたところ、致死濃度 (50 μM) の α-PNP 処理による
SK-N-SH 細胞傷害作用は、抗酸化剤である NAC や PEG-cat による前処理によっ
て濃度依存的に抑制された (Fig. 28A)。また、DCFH-DA を用いたフローサイトメ
トリーによる検討の結果、α-PNP の 24 時間処理によって DCF 陽性細胞が有意に
増加し (Fig. 28B)、その割合の増加は同濃度の α-POP と比較して大きかった。一
方、直鎖炭素水素鎖が短い α-PVP 処理によって ROS がほとんど産生しなかった




の α-PNP 処理は Bax 発現量の増加と Bcl-2 発現量の減少を誘起し、Bax/Bcl-2 の割
合は対照群と比較して有意に高値を示した。また、α-PNP 処理は細胞質画分にお
ける Cyt-c レベルを上昇させ、JC-1 由来の赤色蛍光を減弱させた (Fig. 28D)。さ
らに、α-PNP 処理は濃度依存的にカスパーゼ 9 及びカスパーゼ 3 の活性化 (Fig. 





3. α-PNP による HNE 産生亢進 
ROS の産生は脂質過酸化を惹起し、その結果生じる過酸化脂質分解産物の主
要な毒性物質として HNE が挙げられる 152)。そこで、SK-N-SH 細胞中の HNE 付
加タンパク質量をドットブロット分析にて調べたところ、50 μM α-PNP での処理




Fig. 28. Activation of ROS-dependent apoptotic mechanism by α-PNP treatment. 
 (A) Effect of antioxidants on α-PNP toxicity. SK-N-SH cells were pretreated for 2 h with the indicated 
concentrations of NAC or PEG-cat, and then treated for 48 h with 50 µM α-PNP. The viability values in the treated 
cells in WST-1 assay are expressed as the percentage of that in the control cells treated with vehicle alone. (B) DCFH 
oxidation. The cells were treated for 24 h with 50 µM of α-PVP, α-POP, α-PNP or the vehicle, and then followed by 
the flow cytometric analysis to determine DCFH oxidation by ROS. The DCF-positive cells are shown as “Positive” 
in the representative patterns of the cells treated with vehicle (1) or α-PNP (2), and are expressed as the percentage of 
total cells in the bar graph. (C) Western blotting of Bax, Bcl-2 and cytosolic cytochrome-c (Cyt-c). The cells were 
treated for 24 h with 0, 5, 10, 20 or 50 µM α-PNP. The amounts of Bax and Bcl-2 in the cell extracts (40 µg) and 
Cyt-c in the cytosolic fraction (80 µg) were monitored by Western blot analyses using their specific antibodies and 
the band densities were normalized to those of β-actin. (D) Mitochondrial membrane potential. The cells were treated 
for 24 h with vehicle or 50 µM α-PNP, stained with JC-1 and then applied to the flow-cytometric analysis to monitor 
the JC-1-derived red fluorescence. (E) Activation of caspase-9 and caspase-3. The cells were treated with 0, 5, 10, 20 
or 50 µM α-PNP for 48 h and 1 µM staurosporine (STS) for 12 h as the positive control. The enzyme activities in the 
extracts of the treated cells were measured using their fluorogenic probes. In the group shown with NAC, 2 mM NAC 
was pretreated for 2 h prior to the 24-h treatment with α-PNP. (F) DNA fragmentation. The cells were pretreated for 2 
h without or with 2 mM NAC, and then treated for 48 h with 0 or 50 µM α-PNP, stained by the TUNEL method, and 
then applied to the flow-cytometric analysis. The TUNEL-positive cells are expressed as the percentage of that in the 
control cells treated with vehicle alone (0 µM). Significant difference from the control cells, *p < 0.05 and **p < 0.01. 
Significant difference from the cells treated with α-PNP alone without inhibitor, #p < 0.05 and ##p < 0.01. N.D.: not 
detected. N.S.: no significant difference from the control cells, p > 0.05. 
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類の代謝酵素 (GST、NAD+依存性脱水素酵素及び NADH 依存性還元酵素) が関
与することが知られている 153)。それ故、α-PNP 処理した SK-N-SH 細胞中のそれ
ら酵素活性の変動を調べた結果、GST 活性に有意な変動は認められず (Fig. 29B)、
HNE 脱水素酵素活性は検出限界以下であった (成績未掲載)。それに対し、HNE
還元活性は 50 μM α-PNP 処理によって有意に減少した (Fig. 29C) ことから、神
経細胞中において α-PNP によって生成した HNE は、酸化還元反応による 4-ヒド
ロキシノネン酸や 1,4-ジヒドロキシノネンへと変換されることよりもむしろ、
GST による GSH 付加を介して解毒代謝されると考えられた。 
 
 
Fig. 29. Increase in HNE-adductive protein by α-PNP treatment. 
(A) Dot blotting of HNE adducts. SK-N-SH cells were treated for 48 h with 0, 20 or 50 µM α-PNP, and the cell 
extracts (100 µg) were subjected to the dot blot analysis using the antibody against HNE. (B and C) GST (B) and 
HNE-reductase activities (C) in the cell extracts prepared in (A). The dot density and activity are expressed as the 
percentage of the respective values in the vehicle-treated control cells (0 µM). Significant difference from the control 
cells, *p < 0.05 and **p < 0.01.   
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4. α-PNP による細胞内 GSH レベルの減少 
前項の結果から α-PNPに対する防御機構としてGSTによる解毒作用が示唆さ
れたため、SK-N-SH 細胞における α-PNP 誘導アポトーシスに GSH の枯渇が関与




に関わる酵素の変化を Real-time PCR 法により調べたところ、GSH の新規合成に
おける律速酵素 γ-GCS の発現量は α-PNP 処理によって有意に減少した (Fig. 
30B)。また α-PNP 処理は GSSG の還元により GSH を再生させる NADPH 依存性
GR 活性も有意に低下させた (Fig. 30C)。さらに、3 種の GSH 枯渇剤 (DMF、DEM
及び BSO) 及び膜透過性を改善した GSH アナログである GSH エチルエステル
による前処理は α-PNPによる細胞傷害作用をそれぞれ増強及び減弱させた (Fig. 




5. α-PNP によるプロテアソーム機能障害とオートファジーの誘導 
プロテアソーム及びオートファジー機構が α-PNP による神経細胞傷害に関与
するか否かを調べるため、始めに神経細胞毒性に対するタンパク質分解機構阻







次にプロテアソーム活性を測定したところ、α-PNP の高濃度 (20 μM 及び 50 
μM) 処理はキモトリプシン様及びトリプシン様活性を有意に低減し (Fig. 32A)、
そのキモトリプシン様活性の低下はNACによる前処理によりほぼ完全に回復し
 
Fig. 30. Lowering of antioxidant properties by α-PNP.  
(A) Glutathione levels. SK-N-SH cells were treated for 24 h with 0, 20 or 50 µM α-PNP, and levels of total 
glutathione (a) and GSH (b) in the cell extracts (100 µg) were measured by the DTNB method. (B) Alteration in level 
of mRNA for γ-GCS. The cells were treated for 24 h with 0 or 50 µM α-PNP, and the expression level was analyzed 
by Real-time PCR. The values are expressed as the percentage of that in the vehicle-treated control cells (0 µM). (C) 
GR activity. The cell treatment was performed as described in (A) and the activity in the cell extracts (100 µg) was 
determined. (D) Effect of glutathione on sensitivity to α-PNP toxicity. SK-N-SH cells were pretreated for 2 h with 
BSO (10 µM, ●) DEM (10 µM, □), DMF (100 µM, ■) or GSH ethylester (1 mM, Δ) and then treated for 48-h with 
the indicated concentrations of α-PNP. The viability values in the treated cells are expressed as the percentage of that 
in the control cells. Significant difference from the control cells, *p < 0.05 and **p < 0.01. Significant difference 
from the cells treated with same concentration of α-PNP without inhibitor pretreatment (○), #p < 0.05 and ##p < 0.01. 





Fig. 31. Effects of proteasome and autophagy inhibitors on α-PNP sensitivity of 
SK-N-SH cells. 
The cells were pretreated for 2 h with MG132 (100 nM, ●), chloroquine (20 µM, □) or MG132 plus chloroquine (■) 
prior to the 48-h treatment with indicated concentrations of α-PNP. The viability values are expressed as the 
percentage of that in the vehicle-treated control cells (0 µM). Significant difference from the control cells, *p < 0.05 
and **p < 0.01. Significant difference from the cells treated with same concentration of α-PNP without inhibitor 
pretreatment (○), #p < 0.05 and ##p < 0.01. 
 
た (Fig. 32B)。また、神経細胞において同様のキモトリプシン様活性の減弱がレ
ドックスサイクルを介して ROS を多量に産生する PQ66) によっても惹起された
ことから、神経細胞の α-PNP 処理によるプロテアソーム活性の減少において
ROS が重要な役割を担うと推察された。 
オートファジーの誘導時には、LC3 前駆体タンパク質が分解されて LC3-І に
変換され、LC3-І にさらにホスファチジルエタノールアミンが結合することによ
り LC3-II が生成する。そこで、LC3-І 及び LC3-II のウエスタンブロット解析を
行った結果、α-PNP 処理は SK-N-SH 細胞内の両オートファジー関連タンパク質
の量を増加させ、オートファジーの基質である p62 の発現量を減少させた (Figs. 
33A～C)。また、α-PNP 処理はオートファジーの重要な調節因子であるだけでな
く ROS の下流標的 154) でもある AMPK のリン酸化及び Beclin1 の発現量増加を
誘導した (Figs. 33A 及び D)。さらに、それらの変動は神経細胞の PQ 処理によ




効果は ROS の産生亢進によることが推察された。 
 
 
Fig. 32. Reduction of proteasomal activity due to ROS produced by α-PNP. 
 (A) Dose-dependent experiments of chymotrypsin- and trypsin-like activities. SK-N-SH cells were treated for 48 h 
with 0, 5, 10, 20 or 50 µM α-PNP and the cell extracts (100 µg) were used for measurement of chymotrypsin-like and 
trypsin-like activities using their fluorogenic probes. (B) Contribution of ROS to the reduction of proteasomal activity. 
The cells were treated for 48 h with 50 µM α-PNP or 1 µM PQ and the chymotrypsin-like activity was assayed as 
described in (A). α-PNP+NAC: the cells were pretreated for 2 h with 2 mM NAC prior to the treatment with 50 µM 
α-PNP. The values are expressed as the percentage of that in the vehicle-treated cells. Significant difference from the 
vehicle-treated cells, *p < 0.05 and **p < 0.01. #Significant difference from the cells treated with α-PNP alone, p < 




Fig. 33. ROS-dependent autophagic induction by α-PNP treatment. 
SK-N-SH cells were pretreated for 2 h without or with 2 mM NAC, and then treated for 48 h with the indicated 
concentrations of α-PNP or PQ. The cell extracts (40 µg) were subjected to Western blot analyses using the antibodies 
against LC3, p62, p-AMPK and total AMPK and Beclin1. (A) Representative patterns. (B to D) Alterations in LC3-II 
(B), p62 (C), AMPK phosphorylation and Beclin1 (D). The densities of the immunoreactive bands were normalized 
to those of β-actin, and are expressed as the percentage of those in the vehicle-treated control cells (0 µM) in the bar 
graphs, except that that of LC3-II is shown as arbitrary unit because of its non-detectability (N.D.) in the control cells. 
Significant difference from the vehicle-treated cells, *p < 0.05 and **p < 0.01. #Significant difference from the cells 
treated with α-PNP alone, p < 0.05.  
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神経及び血管内皮細胞はそれぞれ 10及び 5 μM以上の α-PNPによる 48時間処理
によって細胞生存率が有意に減少することが示された (Fig. 27C)。成績は示して
いないが、2 μM α-PNP への長時間 (96 時間) 曝露により SK-N-SH 及び HAE 細
胞の生存率は有意に低減し (71.3 ± 3.6%及び 65.1 ± 4.3%)、この処理濃度は死後
の大腿血から検出された α-POP濃度 (2.7 μM) 125) よりも低値であった。加えて、
SK-N-SH細胞の α-PNPに対する LC50は α-POP (22.6 μM) 155) と比較して低いこと




































ドットブロット解析の結果、α-PNP 処理は ROS による脂質過酸化に起因する






SK-N-SH 細胞の酵素活性測定において、α-PNP 処理は GST 活性に影響を及ぼさ
なかった (Fig. 29B) ものの HNE 還元活性を有意に減少させた (Fig. 29C) こと
から、α-PNP 処理により生成した HNE は HNE 還元酵素による還元よりも GST
による GSH-HNE 結合体 (GS-HNE) の形成によって代謝されることが推察され
た。O’connor ら 163) によれば、5 種類のアルドケト還元酵素 (AKR) メンバー 
(AKR1A1、AKR1B1、AKR1C1、AKR1C4 及び AKR7A2) は HNE をアルコール
代謝物へと還元する酵素活性を有しており、特に大脳に局在する AKR1A1 及び
AKR1B1は他のAKRと比較して高いHNE還元活性を示すことを報告している。
加えて、AKR1B1 は GS-HNE を還元し、HNE 及び GS-HNE に対する Km 値はそ
れぞれ 9 及び 34 μM と低いことから、HNE と GS-HNE は AKR1B1 の主要な生体
内基質と考えられる 164)。これらの知見から、AKR1B1 は神経細胞において HNE
を還元する主要な酵素であること、並びに HNE 還元活性の低下には α-PNP によ
る AKR1B1 の発現抑制及び／又は不活性化が関与することが推察された。一方、
GST の酵素反応で消費される GSH は α-PNP 処理によって減少した (Fig. 30A)。
このようなGSH量の低下はMDPV処理を行った肝細胞においても同様に観察さ
れており 131)、本研究における GSH 関連酵素の Real-time PCR 法及び活性測定の
結果から、γ-GCS の発現抑制 (Fig. 30B)、GR 活性の低下 (Fig. 30C) 及び HNE
等の脂質過酸化アルデヒドのGSTによるGSHとの結合に起因すると示唆された。
γ-GCS 発現抑制の機序の詳細については不明であるが、GR 不活性化の要因とし
て、HNEによる NADPH依存的な GR阻害が考えられた 165)。これらのことから、







る 166,167)。それ故、上記 2 種のタンパク質分解機構は酸化ストレスに対する細胞
保護作用において重要な役割を担うと考えられている。本研究の主たる発見の 1






ーム機能の低下は、多量のROS生成による触媒サブユニット [proteasome subunit 
molecule beta (PSMB) 1、PSMB2 及び PSMB5] 及びそれらの誘導型サブユニット 
(それぞれ PSMB9、PSMB10 及び PSMB8) の発現抑制によって説明できるかもし
れない 47,48,170)。ウエスタンブロット解析の結果 (Fig. 31) から、α-PNP 処理は
AMPK のリン酸化に加え、オートファジーの特徴である LC3-II と Beclin1 の増
加及び p62 発現量の減少を惹起することが示された。これらの変動より、以下
のオートファジー誘導機序が想定される。(1) α-PNP によって産生した ROS が
ATP の枯渇による AMP の生成亢進を介して AMPK を活性化する。(2) その活性
化 AMPK によって、mechanistic target of rapamycin (mTOR) の阻害及びそれに続



































第 1 章では、細胞毒性及び細胞内 NO の変動に着目してシブトラミンのヒト
血管内皮細胞に対する影響を調べ、以下の知見を得た。また、それらに基づい
て予測される経路を Fig. 34 に要約する。 


















Fig. 34. Mechanism of sibutramine-induced apoptosis and relationship between 







の知見を得た (Fig. 35)。 
1) シブトラミンは HAE 細胞と同様に HASM 細胞に対してアポトーシスを誘導
した。 







Fig. 35. Mechanism of sibutramine-induced apoptosis and contraction of smooth 
muscle cell. 
 












 第 4 章では、細胞の抗酸化機構に着目し、ヒト神経細胞を用いて α-PNP の神
経細胞傷害作用及び機序について種々検討を行い、以下の知見を得た (Fig. 36)。 
1) α-PNP は ROS の産生亢進、ミトコンドリア膜機能障害及びそれに伴うカスパ
ーゼの活性化を介して神経細胞アポトーシスを誘導すると推察された。 
2) α-PNP は脂質過酸化によって生じる反応性アルデヒド HNE の生成を促進し、
その解毒機構として GST による GSH 付加体の形成が示唆された。 
3) プロテアソーム及びオートファジー機構が α-PNP 誘導神経細胞アポトーシ
スの抑制に関与すると示唆された。 
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CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio propanesulfonic acid 
CHOP CCAAT/enhancer-biniding protein-homologous protein 
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Cyt-c cytochrome c 
DAF2-DA diaminofluorescein-2 diacetate 
DCFH-DA 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate 
DEM diethylmaleate 
DETA diethylenetriamine NONOate 
DMEM dulbecco’s modified eagle’s minimum essential medium 
DMF N,N-dimethylformamide 
DMSO dimethylsulfoxide 
DPBS dulbecco’s phosphate buffered saline 
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EDTA ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt 
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